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11 Einleitung
Das Mammakarzinom geho¨rt mit zu den ha¨ufigsten Tumorerkrankungen. Weltweit er-
kranken ca. 1,2 Millionen Frauen an Brustkrebs pro Jahr. 2002 lag in Deutschland das
Mammakarzinom der Frau sowohl bei den Krebsneuerkrankungen (ca. 27%) als auch bei
den Tumor-bedingten Sterbefa¨llen (ca. 18%) an erster Stelle. Das mittlere Erkrankungsal-
ter der Frau liegt bei 62 Jahren, jedoch wird bei 40% aller erkrankten Frauen die Diagnose
bereits vor dem 60. Lebensjahr gestellt [42, 74]. In der Pra¨menopause unterliegt die Brust-
dru¨se und damit auch das maligne entartete Brustgewebe einem sta¨ndigen Einfluss der
zirkulierenden Hormone Estrogen und Progesteron, die die Proliferation und Differenzie-
rung der Zellen steuern [101, 6, 65, 46]. Fu¨r die Entstehung sowie die Progression eines
Mammakarzinoms sind vor allem Estrogene, welche u¨ber den Estrogenrezeptor (ERα)
wirken, von besondere Bedeutung. [22, 139, 41]. Daneben konnte in verschiedenen Stu-
dien [75, 48, 116, 100] gezeigt werden, dass auch das Steroidhormon Progesteron eine
Rolle in der Genregulation von Mammatumoren spielt. Es zeigte sich, dass durch Pro-
gesteron bzw. das Gestagen Medroxyprogesteronacetat (MPA) verschiedene funktionelle
Gene reguliert werden, die unter anderem eine Rolle bei der Metastasierung und dem
U¨berleben der Brustkrebszellen spielen. So kommt es zum Beispiel zu einer Interaktion
des Progesteron-Rezeptors mit dem Tumor-Suppressor p21, wodurch zum einen ein Zell-
zyklusstop induziert wird, zum anderen kommt es unter der Progesteron-Einwirkung zu
einer verminderten Expression des ERα [103, 86, 3, 94]. In diesem Zusammenhang scheint
der Zeitpunkt einer Brustkrebsoperation bei pra¨menopausalen Frauen in Abha¨ngigkeit
vom Menstruationszyklus ein interessanter Aspekt. Hierzu wurden verschiedene Studien
durchgefu¨hrt und es zeigte sich, dass pra¨menopausale Frauen, bei denen eine Brustkrebs-
operation in der lutealen Phase durchgefu¨hrt worden ist, eine deutlich bessere Prognose
aufwiesen als Frauen mit einer Operation in der follikula¨ren Phase [56, 16]. Generell ist je-
doch nur sehr wenig u¨ber die Wirkungsmechanismen des Progesterons im Zusammenhang
mit der Entstehung und Fo¨rderung eines Mammakarzinoms bekannt.
Daneben weiß man heutzutage, dass auch Vera¨nderungen auf der epigenetischen Ebe-
ne einen Einfluss auf die Tumorgenese haben. Eine große Rolle in diesem Zusammen-
hang spielt die Acetylierung und Deacetylierung von Histonen und Nicht-Histon-Proteinen
durch so genannte Histon-Acetylasen und Histon-Deacetylasen (HDACs). Die Modifikati-
on des Acetylierungsstatus von Histon-Proteinen fu¨hrt zu einer Vera¨nderung der Chroma-
tinstruktur, wodurch die Expression der Gene beeinflusst wird. Sind die Histone acetyliert,
bildet sich eine offene Chromatinstruktur, so dass verschiedenste Transkriptionsfaktoren
und RNA-Polymerasen an die DNA binden ko¨nnen. Liegt jedoch eine Deacetylierung der
Histone vor, so verengt sich die Chromatinstruktur und eine Wechselwirkung mit Tran-
skriptionsfaktoren wird stark erschwert [92, 78, 20]. Insgesamt wurden 18 verschiedene
humane HDACs identifiziert und in drei verschiedene Klassen eingeteilt [23]. Zu der ers-
ten Klasse za¨hlen die HDAC-1, -2 und -3 [69], die in dieser Arbeit unter verschiedenen
Gesichtspunkten untersucht worden sind.
Generell greifen die HDACs in die Zellzyklusregulation, die Zellproliferation und die
Zelldifferenzierung sowie die Apoptose von Zellen ein. Dieses geschieht zum einen durch
die Interaktion mit verschiedenen Multiprotein-Komplexen, wie dem Sin3-Komplex, dem
NuRD- und dem Co-REST Komplex sowie dem SMRT- und dem N-CoR Komplex, die in
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die Gentranskription als so genannte Co-Repressoren eingreifen [92, 19, 43, 125, 54, 149].
Zum anderen kommt es zu einer direkten Beeinflussung von Tumorsuppressorgenen, wie
dem p53 und dem Inhibitor Cyclin-abha¨ngiger Kinasen, dem p21. Somit fu¨hrt eine Ace-
tylierung des p53 zu einer deutlich sta¨rkeren Bindungskapazita¨t des p53 an die DNA
[52, 43]. Des Weiteren wird durch die Bindung von HDACs an den p21-Promotor dieser
in seiner Aktivita¨t gehemmt [81]. Dies sind nur einige wenige Beispiele die verdeutlichen,
wie HDACs in die Zellproliferation, die -differenzierung und die Apoptoseregulation in-
volviert sind. Aus diesem Grund wurde in den letzten Jahren versta¨rkt die Wirkung von
Histon-Deacetylase-Inhibitoren (HDACi) untersucht. Hierbei konnte gezeigt werden, dass
durch diese Substanzen, welche die Wirkung der HDACs hemmen, die Entwicklung von
Tumorzellen beeinflusst werden kann. Hierzu geho¨rt unter anderem die Induktion des
p21, wodurch ein Zellzyklusstop ausgelo¨st wird [118, 23], außerdem die Verminderung der
Cyclin D1-Expression, welche zu einem Arrest der Zellen in der G1-Phase fu¨hrt [129, 2]
sowie der Anstieg des acetylierten p53 in Studien mit HDACi [122, 43]. Zu den wichtigsten
Vertretern der HDACi za¨hlt das Trichostatin A (TSA), welcher prima¨r die HDACs der
Klasse I und II inhibiert [155, 92, 145]. Diese Wirkungseffekte machen die HDACi zu viel
versprechenden therapeutischen Mitteln in der Beka¨mpfung von Tumoren.
Mittlerweile wurde die Expression der HDACs in verschiedenen Tumorzelllinien nach-
gewiesen. Hierunter fallen auch verschiedene Zelllinien des Mammakarzinoms, wie z.B. die
T 47D- und die MCF 7-Zelllinie [18, 145, 2, 100, 79]. Aufgrund dieser Tatsache wurden
auch in diesen Zellen die Effekte der HDACi untersucht. So zeigte sich z.B. in verschie-
denen Brustkrebszellen nach dem Einsatz von HDACi eine vera¨nderte Expression der
ERα-mRNA sowie eine Zunahme der Sensitivita¨t des ER gegenu¨ber Antiestrogenen, die
in der Therapie des Mammakarzinoms einen hohen Stellenwert haben [152, 68, 145, 18].
Auch der bereits oben erwa¨hnte Sin3A-Komplex, der mit HDACs assoziiert ist, spielt
eine besondere Rolle in der Genese von Brustkrebstumoren, da er auf der Promotor-
Ebene die inhibitorische Wirkung der Steroidhormon-Rezeptoren vermittelt [143]. Unter
einer gesteigerten HDAC-Aktivita¨t kann es so zu einer Sto¨rung der Hormon-Rezeptor-
Promotor-Interaktion kommen, ein Aspekt, der fu¨r den Einsatz von HDACi vor allem
bei pra¨menopausalen Frauen von großer Bedeutung ist. Dieses sind die Hintergru¨nde der
vorliegenden Arbeit.
Aufgrund der hohen Inzidenz bei ju¨ngeren Frauen an Brustkrebs zu erkranken, wurden
in vitro Versuche durchgefu¨hrt, die die pra¨menopausale Situation der Frau simulieren,
indem die Steroidhormone Estrogen (E2) und das Progesteronderivat, Medroxyprogeste-
ronacetat (MPA), verwendet wurden.
Abbildung 1.1: Hormon-Expression des ovariellen Zyklus der Frau [110]
3Im Versuchsaufbau wurden die Zellen mit a) E2, b) mit der Kombination aus E2+MPA
oder c) ohne Steroid-Hormone kultiviert. Zusa¨tzlich wurde der Effekt des HDAC-Inhibitors
Trichostatin A (TSA) auf die Expression der Faktoren untersucht, mit und ohne zusa¨tz-
liche Hormongabe. Die Expression folgender Gene wurde in dieser Arbeit untersucht:
1. die Histon-Deacetylasen der Klasse I, die HDAC-1, -2 und -3 und der ERα. Laut
Literatur unterliegen diese Proteine einer Regulation durch TSA und/oder durch
Steroidhormone [94, 46, 92, 145, 64, 90]. Dieser Aspekt ist jedoch in Brustkrebszellen
noch nicht ausreichend untersucht.
2. die Na+-K+-ATPase und das Zink-α2-Glykoprotein. Beide Faktoren, wurden
in einer fru¨heren Studie als Substanzen identifiziert, die durch das Steroidhormon
Progesteron reguliert werden und als Differenzierungsmarker zu diskutieren sind
[100].
3. der Kru¨ppel-like Faktor 4 und das Clusterin. Zwei weitere Kandidaten eines
Arrays, die sowohl durch E2 als auch durch MPA reguliert werden [100]. Diese Fak-
toren ko¨nnen zum einen die Progression von Zellen im Zellzyklus, zum anderen den
Zyklusstopp bzw. die Apoptose von Zellen induzieren [84, 115, 157, 154].
Die mRNA Expression wurden mittels der Real-Time RT-PCR untersucht. Die Protein-
Ebene wurde zum einen mit dem Western-Blot Verfahren, zum anderen mit der Methode
der Immunhistochemie untersucht. Alle Versuche wurden mit Zellen der T 47D- und/oder
der MCF 7-Brustkrebszelllinie durchgefu¨hrt. Beide Zelllinien wurden aus einem Pleuraer-
guss, der in Folge eines Mammakarzinoms entstanden ist, isoliert und geho¨ren zu den
Estrogen- und Progesteron-Rezeptor-positiven Brustkrebszelllinien. Ziel der Arbeit ist es,
die Wirkung von Steroidhormonen auf die Expression der oben genannten Faktoren zu
untersuchen und zu analysieren, ob es eine Interaktion zwischen dem HDAC-Inhibitor
TSA mit den Steroidhormonen E2 und MPA gibt.
42 Material und Methoden
2.1 Zelllinien
2.1.1 T 47D-Zellen
Die T 47D-Zellen wurde von der American Type Culture Collection (ATCC, Rockville,
Maryland USA) erworben. Urspru¨nglich wurde die Zelllinie aus einem Pleuraerguss iso-
liert, der sich bei einer 54-ja¨hrigen Patientin mit infiltrativem duktalen Mammakarzinom
gebildet hatte. Die T 47D-Zellen exprimieren eine Vielzahl verschiedener Rezeptoren. Hier-
zu za¨hlen unter anderem der 17β-Estradiol- und die A- und B-Isoform des Progesteron-
rezeptors. Des Weiteren handelt es sich bei den T 47D-Zellen um eine genetisch instabile
Zelllinie [114, 49].
Die Kultivierung und Aufarbeitung der Zellen erfolgt nach folgendem Schema:
Routinema¨ßig werden die Zellen in Kulturflaschen mit 25cm2 Wachstumsfla¨che bei 37◦C
kultiviert. Die Atmospha¨re ist mit 5% CO2 angereichert. Die T 47D-Zellen wachsen in
RPMI 1640 Medium, welches 10% FCS (fetales Ka¨lberserum), 1% L-Glutamin, 1% PSF
(Penicillin/ Streptomycin/ Fungizone), 0,125% Insulin sowie 0,25g D-Glukose entha¨lt. Ein
Wechsel des Mediums findet alle 2 Tage statt. Abschließend werden die Kulturen mit 2ml
Trypsin pro 25cm2 Flasche abgebrochen. Das Ablo¨sen, welches zwischen 2-4 min dauert,
wird unter dem Mikroskop beobachtet. Danach wird die Flasche mit 10% FCS gespu¨lt
und die Spu¨lflu¨ssigkeit in eine Falcontube u¨berfu¨hrt und zentrifugiert. Der U¨berstand
wird verworfen, dem Zellpellet PBS (phosphatgepufferte Kochsalzlo¨sung) hinzugefu¨gt und
anschließend zentrifugiert. Im letzten Schritt wird das PBS abgesaugt und das Pellet mit
flu¨ssigem Stickstoff (ca. -190◦C) schockgefroren. Zur Aufbewahrung werden die Zellen bei
-40◦C gelagert.
2.1.2 MCF 7-Zellen
Die MCF 7-Zellen wurden ebenfalls von der ATCC bezogen. Die Zellen wurden aus einem
Pleuraerguss einer an einem Adenokarzinom der Mamma erkrankten Patientin isoliert. Die
Kultivierung der Zellen, sowie deren Aufarbeitung, entsprechen dem Verfahren der T 47D-
Zellen. Allein das Na¨hrmedium unterscheidet sich. Die MCF 7-Zellen werden mit DMEM-
Medium (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) kultiviert. Diesem Medium werden 10%
FCS, 1% L-Glutamin, 0,25g D-Glukose, 1% PSF, 0,125% Insulin zugesetzt.
2.1.3 Kultivierung der T 47D-Zellen und MCF 7-Zellen mit Steroiden und TSA
Nachdem die Zellen in den Kulturflaschen ca. 90-100% Konfluenz erreicht haben, werden
die Zellen trypsinisiert und je nach Versuch in Well-Platten, Labo-Tec Platten oder neue
Kulturflaschen u¨berfu¨hrt. Die Zellkultivierung wurde nach folgenden Schema sowohl fu¨r
die mRNA- als auch fu¨r die Proteingewinnung durchgefu¨hrt:
Nach einer Anheftungszeit von zwei Tagen erfolgt am dritten Tag der Kultivierung die
erste Hormongabe, die zweite Hormonbehandlung findet nach zwei weiteren Tagen statt,
so dass die Hormonbehandlung insgesamt vier Tage betra¨gt. Am siebten Tag wird die
Kultur durch Trypsinisierung abgebrochen.
5Die Zellen erhalten entweder nur 17β-Estradiol oder eine Kombination der Hormone
17β-Estradiol und Medroxyprogesteronacetat. Des Weiteren erfolgt eine Behandlung der
Zellen mit Trichostatin A (TSA), einem Inhibitor fu¨r Histon-Deacetylasen. In den Ver-
suchen variieren die Konzentrationen zwischen 0,2 - 2µM/l. Insgesamt wurden die Zellen
maximal vier Tage mit TSA inkubiert.
Schema I: Zellkultivierung ohne Zusätze
Tag 0
Zellanheftung
Tag 1
Zellanheftung
Tag 2
Kultivierung
Tag 5
Kultivierung
Tag 4
Kultivierung
Tag 6
Abbruch
Tag 3
Kultivierung
Tag 0
Zellanheftung
Tag 1
Zellanheftung
Tag 2
1. Hormongabe
Tag 5Tag 4
2. Hormongabe
Tag 6
Abbruch
Tag 3
Schema II: Zellkultivierung mit Hormonsubstitution
II a) 10-8M Estradiol
II b) 10-8M Estradiol + 10-6M Medroxyprogesteronacetat
Abbildung 2.1: Zellkulturschema I und II
Tag 0
Zellanheftung
Tag 1
Zellanheftung
Tag 2
1. TSA-Gabe
Tag 5Tag 4
2. TSA-Gabe
Tag 6
Abbruch
Tag 3
Schema III: Zellkultivierung mit Trichostatin A (TSA)
(TSA-Konzentration je nach Versuch: 0,2; 0,5; 0,75; 1,0 oder 2,0μM/l)
Tag 0
Zellanheftung
Tag 1
Zellanheftung
Tag 2
1. Hormon-
und 
TSA-Gabe
Tag 5Tag 4
2. Hormon-
und
TSA-Gabe
Tag 6
Abbruch
Tag 3
Schema IV: Zellkultivierung mit Hormonen und TSA
IV a) 10-8M Estradiol + TSA 
IV b) 10-8M Estradiol + 10-6M Medroxyprogesteronacetat + TSA
(TSA-Konzentration je nach Versuch 0,2; 0,5; 0,75; 1,0 oder 2,0μM/l)
Abbildung 2.2: Zellkulturschema III und IV
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2.2 Die RNA-Ebene
2.2.1 Zellaufbereitung fu¨r die RNA-Isolierung
Die Kultivierung der Zellen entspricht dem oben beschriebenen Verfahren. Allein die Wei-
terverarbeitung und Aufbewahrung unterscheiden sich:
Nach der Trypsinisierung der Zellen werden sie in eine Falcontube u¨berfu¨hrt und mit
PBS gewaschen. Fu¨r die Weiterverarbeitung mit dem Roche High Pure RNA Isolation
Kit (Roche, Mannheim, Deutschland) werden die Zellpellets in einer Lo¨sung aus 200µl
PBS-DEPC (phosphatgepufferte Kochsalzlo¨sung / Diethylpyrocarbonat) und 400µl Lysis-
/ Bindepuffer bei -40◦C tiefgefroren.
2.2.2 RNA-Isolierung
Fu¨r die Real-Time RT-PCR wird die RNA mit dem High Pure RNA Isolation Kit (Roche)
isoliert. Hierfu¨r werden die Zellen in einem Gemisch aus 200µl PBS-DEPC (phosphatge-
pufferte Kochsalzlo¨sung / Diethylpyrocarbonat) und 400µl Lysis-/ Bindepuffer, durch den
RNAsen inaktiviert werden, aufgenommen und homogenisiert. Das so gewonnene Zellho-
mogenat wird auf die Sa¨ulen des Kits geladen. Es folgt eine Zentrifugation von 15 sek.
bei 10.000 rpm. Zur Beseitigung der kontaminierenden DNA wird im na¨chsten Schritt je
Probe 90µl DNAse Inkubationspuffer und 10µl DNAse I vermischt, auf den Sa¨ulen-Filter
gegeben und fu¨r 45 min bei 37◦C inkubiert. Danach folgen drei Waschschritte: zuna¨chst
500µl Waschpuffer I, dann zweimal Waschpuffer II, wobei zuerst 500µl und abschließend
200µl verwendet werden. Jedes Mal werden die Proben zentrifugiert, die ersten beiden
Male fu¨r 15 sek. bei 10.000 rpm, das letzte Mal fu¨r 2 min bei maximaler Geschwindigkeit.
Nach jeder Zentrifugation wird der Durchlauf verworfen. Zum Abschluss der Isolierung
wird die Sa¨ule auf ein steriles 1,5ml Eppendorfhu¨tchen gesetzt, 50µl Elutionspuffer (H2O,
nukleasefrei, doppelt destilliert) auf den Filter pipetiert und noch einmal fu¨r eine Minute
bei 10.000 rpm zentrifugiert. Die reine RNA kann bei direkter Weiterverarbeitung bei 4◦C
kurzfristig aufbewahrt werden oder wird bei -40◦C eingelagert.
25 ml Lysis-/ 10 ml DNase DNase I 33 ml 10 ml
Bindepuffer Inkubationspuffer Waschpuffer I Waschpuffer II
4,5 M Guanidin- 1 M NaCl in 0,55 ml 5 M Guanidin- 20 mM NaCl
Hydrochlorid Elutionpuffer Hydrochlorid
50 mM Tris-HCl 20 mM Tris-HCl 20 mM Tris-HCl 2 mM Tris-HCl
30 % Triton 10 mM MnCl2 pH 7,5 pH 7,5
pH 6,6 pH 6,6
Tabelle 2.1: Reagenzien des High Pure RNA Isolations Kit
Mit dem DU 800 Spektrophotometer (Beckman Coulter) wird die optische Dichte (OD)
der RNA bei einer Wellenla¨nge von 260 nm und 280 nm gemessen, wobei die Wellenla¨nge
von 260 nm die Konzentrationen der RNA-Probe wieder gibt. Eine OD von ”1” entspricht
40µg/ml Einzelstrang-RNA.
Der Quotient aus beiden Wellenla¨ngen (OD260/OD280) gibt die Reinheit der RNA an
und sollte in einem Bereich von 1,8-2,0 liegen. Die Messungen erfolgen in Mikroku¨vetten
mit einem Volumen von 50µl. Bei einer Verdu¨nnung von 1:50 muss die gemessene OD mit
dem Faktor 2 multipliziert werden, um die RNA-Konzentration in µg pro µl zu erhalten.
72.2.3 Agarose-Gelelektrophorese fu¨r RNA
Neben der photometrischen Messung wird die Intaktheit der RNA-Probe anhand einer
Gelelektrophorese bestimmt. Hierfu¨r verwendet man horizontale Submarin-Agarose-Gele,
d.h. das Gel ist komplett mit Laufpuffer umgeben und wird so u.a. vor Austrocknung
geschu¨tzt. Es wird eine Spannung von 130 Volt angelegt, so dass die Proben von der
Anode in Richtung Kathode wandern. Die Elektrophorese dauert ca.1-11
2
Stunden.
Es werden 1,2%ige Agarose-Gele mit einer Dicke von 5,5-6 mm verwendet. Hierfu¨r
wird die Agarose in DEPC-H2O unter Erhitzen in der Mikrowelle aufgelo¨st. Nachdem
die klare Agaroselo¨sung auf ca. 60◦C abgeku¨hlt ist, werden 12ml 10x MOPS (pH 8) und
4,5ml Formaldehyd hinzugefu¨gt, das Gel wird dann in eine Laufkammer gegossen und ein
Kamm, der die Taschen bildet, mit eingesetzt. Nach etwa 20 min ist das Gel polymerisiert,
es wird in die Elektrophoresekammer, die mit 1x MOPS (pH 7) aufgefu¨llt ist, gelegt und
die Proben ko¨nnen aufgetragen werden.
Zuvor werden die Proben mit RNA-Loading Puffer versetzt. Dieser entha¨lt Ethidium-
bromid, welches die Proben spa¨ter im UV-Licht sichtbar macht.
Nach dem Lauf wird das Gel mittels eines Transilluminators (UV-Licht) vom Modell
TR-302 (Hoeffer Sientific Instruments, San Francisco, CA, USA) bei einer Wellenla¨nge
von 302 nm photographisch mit eine Polaroid-Kamera festgehalten, oder es wird mittels
des Kodak Digital ScienceTM1D Image Systems (Image Station 440CF ) eingescannt und
kann so auf einem PC oder einer Zipp-Diskette gespeichert werden.
500 ml 10x MOPS DEPC-H2O 2x Loading Dye Solution
(Morpholinopropane Sulfonylsa¨ure) (Diethylpyrocarbonat) (fu¨r RNA, Fermentas)
0,2M MOPS 1l H20 95 % Formamid
5,0 mM Natriumacetat 500 µl DEPC-Lo¨sung 0,0025 % SDS
5,0 mM EDTA pH 8 30 min verru¨hren 0,0025 % Bromphenolblau
DEPC-H2O autoklavieren 0,0025 % Xylen Cyanol FF
pH auf 7 oder 8 mit NaOH 0,0025 % Ethidiumbromid
0,5 mM EDTA
Tabelle 2.2: Agarose-Gel Lo¨sungen fu¨r RNA
2.2.4 cDNA-Synthese
Bei der cDNA-Synthese wird die mRNA durch das Enzym Reverse Transkriptase in kom-
plementa¨re DNA umgeschrieben. Die gewonnene cDNA dient in der darauf folgenden PCR
als ”Template”.
Zur Herstellung wurde das ”1st Strand cDNA Synthese Kit“ (Roche) verwendet und
nach dessen Anleitung vorgegangen. Es wird 1µg RNA in die cDNA Synthese eingesetzt.
Die RNA-Lo¨sung wurde mit ”Molecular Biology Grade Water“ (Eppendorf, Hamburg
Deutschland) auf ein Gesamtvolumen von 8,2µl aufgefu¨llt. Im ersten Schritt werden die
RNA-Proben fu¨r 15 min auf 65◦C erhitzt und anschließend auf 4◦C fu¨r 5 min abgeku¨hlt.
Hierdurch wird die Sekunda¨rstruktur der RNA zersto¨rt und die RNA wird durchgehend
zum Einzelstrang.
Danach werden 11,8µl des Master Mix hinzugefu¨gt (siehe Tabelle 2.3) und die Proben
anzentrifugiert. Die cDNA-Syntheseansa¨tze werden zuna¨chst fu¨r 10 min bei 25◦C und an-
schließend fu¨r 60 min bei 42◦C inkubiert. Hierbei binden die Primer an die mRNA, so dass
von diesen ausgehend die AMV Reverse Transkriptase den cDNA-Strang synthetisieren
kann. In einem weiteren Inkubationsschritt von 5 min bei 95◦C wird die AMV Reverse
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Transkriptase denaturiert, so dass keine Wechselwirkungen in der folgenden Verarbeitung
der cDNA auftreten ko¨nnen. Die Aufbewahrung der cDNA erfolgt bei -40◦C.
Reagenz Volumen fu¨r Funktion
eine Probe
Magnesium Chlorid 4,0 µl Optimierung des
(MgCl2) PCR Ablaufs
10X Puffer (100mM Tris, 2,0 µl
500mM KCl, pH 8.3)
Desoxynukleotide 2,0 µl Bauelemente fu¨r
(dNTP´s) cDNA-Synthese
Oligo p(dT) Primer 2,0 µl Synthesebeginn am 3´-Ende
0,8 µg/µl des poly(A)-mRNA Stranges
RNAse Inhibitor 1,0 µl hemmt den Abbau der RNA
durch Enzyme
AMV Reverse 0,8 µl umschreiben der mRNA in
Transkriptase komplementa¨re cDNA
Tabelle 2.3: Master Mix
2.2.5 Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient der Vervielfa¨ltigung von DNA bzw. cDNA.
Dieser Prozess wird in einem Thermocycler (konventionelles PCR-Gera¨t oder Real-time
fa¨higes Gera¨t) durchgefu¨hrt und setzt sich aus verschiedenen Schritten zusammen. In der
vorliegenden Arbeit wurde das Real-time RT-PCR Verfahren verwendet.
Der LightCycler (Roche) ist ein Gera¨t, das fu¨r die Real-time RT-PCR verwendet wird.
Ein Vorteil der Real-time RT-PCR liegt vor allem in der genaueren Quantifizierbarkeit
der Ergebnisse. Daneben bietet der LightCycler eine ho¨here Flexibilita¨t, eine ho¨here Leis-
tungsfa¨higkeit (ein PCR-Lauf dauert ca. eine Stunde) sowie die Verwendung von opti-
mierten Reagenzien. In den Versuchen wird das LightCycler FastStart DNA MasterPlus
SYBR Green I Set (Roche) verwendet. Die PCR-Produkte werden mittels der von SYBR
Green I emittierten Fluoreszenzen dargestellt, die nach der Bindung von SYBR Green
I an Doppelstra¨ngige DNA induziert werden ko¨nnen. Das Programm fu¨r die PCR-La¨ufe
teilt sich in vier Unterprogramme auf:
1. Denaturierung: 95◦C fu¨r 10 min. (1 Zyklus)
2. Amplifizierung und gleichzeitige Quantifizierung (45 Zyklen):
• Denaturierung: 95◦C fu¨r 5 sek.
• Annealing (spezifisch fu¨r jedes Primerpaar; siehe Tabelle 2.5)
• Elongation: 72◦C fu¨r 20 sek.
3. Schmelzkurvenanalyse: Erhitzen auf 95◦C (0,1◦C/ sek.) mit kontinuierlicher Mes-
sung. (Die doppelstra¨ngigen PCR-Produkte schmelzen, was zu einem Abfall der
Fluoreszenz fu¨hrt und als Schmelzkurve dargestellt wird)
4. Abku¨hlung auf 40◦C
9Die Analyse der Schmelzkurve dient der Identifizierung des spezifischen PCR Produk-
tes sowie dem Nachweis von eventuell vorhandenen Primer-Dimeren, die einen geringeren
Schmelzpunkt als die PCR Produkte aufweisen. Als Negativkontrolle la¨uft beim LightCy-
cler sowohl eine H2O-Probe als auch eine RNA-Probe mit.
Reagenz Volumen fu¨r
eine Probe
H2O 12,0 µl
(Molecular biology Grade Water, Eppendorf)
Forward Primer 1,0 µl
Reverse Primer 1,0 µl
FastStart DNA Mater Plus 4,0 µl
SYBR Green I Mix
cDNA 2,0 µl
Tabelle 2.4: LightCycler PCR: FastStart DNA Master Plus SYBR Green I Kit
Gen Accession- Forward- Reverse- Zyklen- Annealing Firma
number Primer Primer zahl
HDAC 1 NM 004964.2 1280-1301 1508-1487 45 61◦C SIGMA
HDAC 2 NM 001527.1 597-618 829-791 45 61◦C SIGMA
HDAC 3 NM 003883.2 540-560 810-791 50 68◦C SIGMA
ER α NM 000125.2 3770-3791 3956-3936 45 61◦C SIGMA
Na, K-ATPase X 04297 1424-1444 1895-1874 29/27 61◦C SIGMA
α1 Untereinheit
Zn-α2- X 59766 211-231 796-776 28/26 58◦C MWG
Glykoprotein Biotech AG
KLF4 NM 004235.3 1852-1872 2070-2049 45 58◦C SIGMA
Clusterin NM 001831.2 1616-1637 1786-1765 45 58◦C SIGMA
Tabelle 2.5: Tabelle der Primersequenzen
2.2.6 Agarose-Gelelektrophorese: PCR-Produkte
Die PCR-Produkte werden anschließend zur Kontrolle ihrer Gro¨ße mittels der Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt. Agarose-Gele za¨hlen zu den nicht-restriktiven Medien, bei
denen die Mobilita¨t der Moleku¨le allein von deren Nettoladung abha¨ngig ist. Fu¨r die Auf-
trennung der DNA-Fragmente verwendet man, wie bei der RNA, horizontale Submarin-
Gele. Bei einer Spannung von 130 Volt dauert die Elektrophorese ca. 1-11
2
Stunden.
Verwendet werden 1,2%ige Agarose-Gele, die in 1x TAE-Puffer (siehe Tabelle 2.6) in
der Mikrowelle bei ho¨chster Wattleistung aufgelo¨st werden. Danach muss sich die Agaro-
selo¨sung auf ca. 65◦C abku¨hlen, bevor 1µl Ethidiumbromid-Lo¨sung (10mg/ml) pro 20ml
Gel hinzugefu¨gt wird (Ethidiumbromid, Sigma, Steinheim Deutschland). Ethidiumbro-
mid dient der Visualisierung der Banden im ultravioletten Licht. Das Erstarren des Gels
dauert bei Raumtemperatur ca. 20 min.
Die PCR-Proben werden vor dem Auftragen auf das Gel mit DNA-Loadingpuffer ver-
setzt, welcher das Aufschwimmen der Proben verhindert und durch den Zusatz von Brom-
phenolblau anzeigt, wie weit die Proben wa¨hrend der Elektrophorese bereits gelaufen sind.
Einen Richtwert fu¨r die Gro¨ße der Produkte bietet ein Marker (Gene RulerTM 100bp DNA
Ladder Plus, Fermentas, Vilnius Litauen), der einen Molekulargewichts-Bereich zwischen
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100-3000 Basenpaaren (bp) abdeckt. Zur weiteren Dokumentation wird das Gel mit ei-
ner Polaroid Gel-Kamera und dem Transilluminator TR-302 photographisch festgehalten
oder es wird mit dem Kodak Digital ScienceTM 1D Image System (Image Station 440CF )
eingescannt und auf einem PC oder einer Zipp-Diskette gespeichert.
DNA-Gel 500 ml 50X TAE-Puffer DNA Loading-Puffer
Tris[hydroxymethyl]aminomethan
1,2 %ige Agarose 121,1 g 2,0 M Trizma Base 2,0 ml 0,2% Bromphenolblau
(Sigma)
ad TAE 1X Puffer 50 ml 0,5 M EDTA pH 8 3,0 g Ficoll (MG 360 ow)
1,0 µl Ethidiumbromid/ 28,5 ml konzent. Eisessig 2,4 ml 50X TAE
20 ml Gel
ad 500 ml dest. H2O ad 20 ml dest. H2O
+ 15,0 µl Probe
Tabelle 2.6: Agarosegel-Lo¨sungen fu¨r DNA
2.2.7 Housekeeping-Gen Analyse
Zur Gruppe der Housekeeping-Gene za¨hlen verschiedene Gene, die fu¨r Proteine kodieren,
deren Aktivita¨t fu¨r die Aufrechterhaltung der Zellfunktion notwendig ist. Zu dieser Gruppe
za¨hlt das humane 5-Aminola¨vulinsa¨ure-Synthase-Gen (h-ALAS). Die 5-Aminola¨vulinsa¨ure-
Synthase katalysiert die Kondensation von Glycin mit Succinyl-CoA zu δ-Aminola¨vulin-
sa¨ure. Dieses ist ein mitochondriales Matrix-Enzym, welches eine wichtige Rolle bei der
Ha¨m-Biosynthese spielt. Pro Zelle werden ungefa¨hr 500 ALAS pro mRNA-Moleku¨le expri-
miert. Vor allem die Isoform ALAS1 stellt einen regulierenden Faktor in der Ha¨m-Synthese
des nicht-erythrozyta¨ren Gewebes dar.
Housekeeping-Gene stellen Referenz-Gene dar, mit deren Hilfe eine relative Quantifi-
zierung der Zielgen-Expression durchgefu¨hrt werden kann. Hierzu werden die Expressi-
onslevel der eigentlichen Gene mit der Expression der ALAS der entsprechenden Probe
verglichen.
Fu¨r die Versuche wird das LightCycler h-ALAS Housekeeping-Gen Set (Roche) verwen-
det. Dieses entha¨lt unter anderem PCR Primer und die ALAS Hybridisierungs-Proben,
die spezifisch fu¨r die Detektion der humanen ALAS cDNA sind und die eventuell enstan-
dene unspezifische DNA-Fragmente nicht erkennen. Die PCR Produkte werden mittels
Fluoreszenz detektiert. Die Emission der Fluoreszenz wird durch die Bindung von zwei
Hybridisierungs-Proben generiert. Diese bestehen aus zwei unterschiedlich langen Oligo-
nukleotidfragmenten und binden an die innere Sequenz der amplifizierten Fragmente wa¨h-
rend der Amplifikation. Beide Proben sind mit einer fluoreszierenden Substanz konjugiert.
Nachdem sie an die einzelstra¨ngige cDNA gebunden sind, kommt es zu einem Energie-
transfer zwischen den beiden Substanzen, der u¨ber den LightCycler gemessen wird. In
der vorliegenden Arbeit wurde die Amplifikation der ALAS in 45 Zyklen wiederholt. Die
Annealingtemperatur liegt bei 55◦C.
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Reagenz Volumen fu¨r
eine Probe
H2O 11,6 µl
(Molecular biology Grade Water, Eppendorf)
MgCl2 25 mM 2,4 µl
h-ALAS Detection Mix 10x kozentrtiert 2,0 µl
LightCycler RNA Master Hybridization Probes 2,0 µl
2,7 fach konzentriert
cDNA 2,0 µl
Tabelle 2.7: ALAS Housekeeping Gene Set + LC Faststart Master HybProbe (Roche dia-
gnostics GmbH, Penzberg, Deutschland)
2.2.8 Quantifizierung der RT-PCR Ergebnisse
Fu¨r eine Quantifizierung der RT-PCR Ergebnisse mu¨ssen eventuelle Pipettierfehler und
Unterschiede, die bei der cDNA-Synthese entstehen ko¨nnen, korrigiert werden. Hierfu¨r
wurde -wie oben beschrieben- die Aminola¨vulinsa¨ure-Synthetase (ALAS) als ”Housekeeping-
Gen“ verwendet.
Zur Quantifizierung der Expression wird der Ct-Wert (”threshold cycle“) mittels der
LightCycler Software bestimmt. Der Ct-Wert zeigt den Zyklus an, an dem sich das
Fluoreszenz-Signal des entstandenen PCR-Produktes zum ersten Mal deutlich gegenu¨ber
der Hintergrund-Fluoreszenz abhebt.
Um die Effizienz der PCR-Reaktion zu bestimmen, wurde eine Standardkurve aus einer
Verdu¨nnungsreihe eines cDNA-Pools der Ziel- bzw. der Housekeeping-Gene der PCR er-
stellt. Die Steigung der Standardkurve (
”
slope“) wird aus dem Mittelwert des Ct-Wertes
eines jeden Verdu¨nnungsschrittes berechnet. Die Effizienz einer PCR-Reaktion wird mit
E = 10−1/slope angegeben.
Des Weiteren wurde mit den Daten aus dem Lauf der Verdu¨nnungsreihe ein ”Coefficient
file“ mit der LightCycler-Software erstellt. Fu¨r die endgu¨ltige Analyse der PCR Reaktion
wird die RelQuant Software Version 1.01 (Roche) verwendet. Die Expression des Zielgens
wird gegen die ALAS-Expression unter Einbeziehung des Coefficient-File verrechnet. Die
Ergebnisse werden als
”
arbitrary units“ angegeben.
Durch diese unterschiedlichen Normalisierungsverfahren werden verschiedene Fehler-
quellen korrigiert:
1. Referenz-Gen (Housekeeping-Gen):
• initiale Probenmenge
• Pipettierfehler
• bedingt RNA-Degeneration
• Probenqualita¨t / Nukleinsa¨urequalita¨t
• Unterschiede in der Effizienz der cDNA-Synthese
2. Kalibrator:
• dient der Anpassung und dem Vergleich von Daten, wenn die Proben in ver-
schiedenen La¨ufen gemessen worden sind
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3. Coefficient-File:
• generelle Effizienz der Primer
• Effizienzkorrektur, wenn Proben mit großen Konzentrationsunterschieden ver-
wendet werden
2.3 Die Protein-Ebene
2.3.1 Aufarbeitung der Proben und Proteinbestimmung
Vor der Aufarbeitung der Proteinproben wird zuna¨chst eine Tablette Proteinaseinhibi-
tor (Complete Mini, Roche) in 7ml Ammoniumcarbonat (0,15 M) aufgelo¨st. Von dieser
Lo¨sung werden je 500µl auf ein Zellpellet gegeben (siehe oben), um die Proteine vor pro-
teolytischen Effekten durch z. B. Serin-, Cystein- oder Metalloproteasen zu schu¨tzen. Die
Zellen werden homogenisiert, bei 10.000 rpm fu¨r 10 min zentrifugiert und der gewonnene
U¨berstand weiter verwendet.
Mittels des Lowry Tests wurde der Proteingehalt jeder Probe bestimmt, damit im
Western-Blot von jeder Probe gleichviel Protein in der Analyse eingesetzt werden kann.
Hierfu¨r wurde eine Verdu¨nnungsreihe mit bovinem Serumalbumin als Referenzreihe
hergestellt. Von den aufgearbeiteten Proben werden je 25µl mit 125µl Lo¨sung A (Bio
Rad DC Protein Assay) gemischt. Die Peptidbindungen der Proteinprobe reagieren mit
den in diesem Reagenz enthaltenen Kupferionen, so dass ein stabiler Komplex entsteht.
Durch Hinzufu¨gen der Lo¨sung B, einem Phenolreagenz, resultiert eine Blaufa¨rbung, deren
Intensita¨t mit der enthaltenen Proteinmenge korreliert. Die Blaufa¨rbung wird im letzten
Schritt photometrisch, bei 750 nm mittels einem Platten Reader und dem SLT Rainbow
Programm (Tecan, Clairsheim, Deutschland), quantifiziert. Die Proteinkonzentration der
einzelnen Probe wird durch den Vergleich mit der Referenzreihe ermittelt.
2.3.2 SDS-Gelelektrophorese
In der SDS-Gelelektrophorese werden die Proteine entsprechend ihres Molekulargewich-
tes aufgetrennt. Dies ist mo¨glich, weil das Laufgel die Substanz Natrium-Dodecyl-Sulfat
(SDS) entha¨lt. SDS ist ein anionisches Detergenz, das an die Proteine bindet und dazu
fu¨hrt, dass die eigentliche Ladung der Proteine, durch Auftrennung der Tertia¨r- und Se-
kunda¨rstruktur, zu vernachla¨ssigen ist. Die Wandergeschwindigkeit ist somit allein von
der Masse und nicht mehr von der Ladung abha¨ngig.
Die Proteinauftrennung erfolgt unter denaturierenden Bedingungen. Der Probenpuffer
entha¨lt u.a. Mercaptoethanol, das durch Reduktion der Disulfidbru¨cken zu einer Denatu-
rierung der Proteine und der Trennung von Protein-Untereinheiten beitra¨gt, ebenso wie
die zusa¨tzliche Erhitzung der Proben auf 90◦C fu¨r 5 min. Verwendet wird das Protokoll
nach La¨mmli.
Es wird ein 10%iges Polyacrylamidgel mit einer Geldicke von 750µm verwendet, wel-
ches sich besonders gut fu¨r die Auftrennung von Proteinen mit einer molekularen Masse
im Bereich von 20-300kDa eignet. Die Zusammensetzung der Gelkomponenten sind der
Tabelle 2.8 zu entnehmen.
Um die Proteingro¨ße spa¨ter nachvollziehen zu ko¨nnen, la¨uft ein Marker (PageRulerTM
Prestained Protein Ladder, Fermentas) mit, der Proteinen mit einem Molekulargewicht
zwischen 10-170kDa als Referenz dient. Fu¨r den Gellauf wird an die Gelkammer eine
Spannung von 600 Volt angelegt. Die weiteren Laufbedingungen betragen 50 bzw. 80 mA
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und 30 bzw. 50 Watt, je nachdem, ob man ein Gel oder zwei Gele parallel laufen la¨sst.
Die Elektrophorese dauert ca. 11
2
Stunden.
Stoppgel Laufgel 10% Sammelgel
100,0 µl 40% Acrylamid 6240 µl H20 800 µl 40% Acrylamid
400,0 µl Trenngelpuffer 3000 µl Acrylamid 5570 µl H20
2,5 µl Temed 2620 µl Trenngelpuffer 524 µl Sammelgelpuffer
15,0 µl 10% Per 108 µl 10% SDS 57 µl 10% SDS
9 µl Temed 7 µl Temed
20 µl 10% Per 35 µl 10% Per
Tabelle 2.8: Gelzusammensetzung
SDS-Lo¨sung 10% Per-Lo¨sung 10% Acrylamid-Lo¨sung
1 g Natrium-Dodecyl-Sulfat 0,0250 g 40%ige Fertiglo¨sung
Ammoniumperoxidsulfat (Amresco)
10 ml H2O 250 µl H2O
Tabelle 2.9: Elektrophorese Lo¨sungen
Trenngelpuffer Sammelgelpuffer Probenpuffer Laufpuffer
20 g Tris 20 g Tris 0,378 g Tris 12,12 g Tris
(1,65 M) (1,65 M) (0,0625 M) (0,025 M)
50 ml H20 50 ml H20 5,0 ml Glycin 10% 56,60 g Glycin
(0,192 M)
6 N HCl 6 N HCl 25 ml 4,0 g SDS
(pH 8,8) (pH 8,8) Mercaptoethanol 5% (0,1%)
ad 1000 ml H20 ad 1000 ml H20 1,5 g SDS 3% ad 4000 ml H20
ad 50 ml H20
pH 6,8
Bromphenolblau
Tabelle 2.10: Elektrophorese Puffer
2.3.3 Western-Blot
Mit Hilfe der Western-Blot Technik werden die Proteine elektrophoretisch aus dem SDS-
Polyacrylamid-Gel auf eine PVDF Membran (Porengro¨ße 0,45µl, Immobilon-P, Millipore
Corporation USA, ca. 13x16cm) u¨bertragen. Durch diesen Prozess werden die Proteine
fu¨r die spa¨tere Antiko¨rperreaktion zuga¨nglicher gemacht. Fu¨r das verwendete Semidry-
Blotting Verfahren werden zwei Graphitplatten verwendet. Auf die angefeuchtete unte-
re Graphitplatte, die als Anode dient, werden zwei Filterpapiere (Whatman), die zuvor
in Anodenpuffer (AP) 3 getra¨nkt werden, gelegt. Danach folgen ein in AP2 getra¨nktes
Filterpapier, die mit Methanol befeuchtete Membran, das Gel und zu oberst drei weitere
Filterpapiere. Diese werden zuvor mit einem Kathodenpuffer behandelt. Der Aufbau wird
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durch die obere Graphitplatte (Kathode) bedeckt und zusa¨tzlich mit einem Gewicht von
ca. 5kg beschwert. Der Blotvorgang la¨uft 40 min bei einer konstanten Temperatur von
15◦C, 40 Volt und ca. 300-500 mA.
Anodenpuffer 3 Anodenpuffer 2 Kathodenpuffer TBS-Stammlo¨sung
36,34 g Tris 3,03 g Tris 5,2g Carponsa¨ure 6,1 g Tris
200 ml Methanol 200 ml Methanol 200 ml Methanol 76,5 g NaCl
ad 800 ml H2O ad 800 ml H2O ad 800 ml H2O ad 1000 ml H2O
pH 7,6
Tabelle 2.11: Western-Blot Puffer
Zur Kontrolle des Proteintransfers vom Gel auf die Membran wird das Gel in einem
Gemisch aus 45ml Lo¨sung A und 55ml Lo¨sung B fu¨r eine Stunde gefa¨rbt. Das Coomassie,
welches in Lo¨sung A enthalten ist, fa¨rbt die Proteine an, bindet aber nicht direkt an das
Gel. Zur Entfa¨rbung wird das Gel zuna¨chst in Wasser gelegt und fu¨r 6 min bei 600 Watt
in der Mikrowelle erhitzt. Anschließend wird das Gel fu¨r 10 min in eine Trockenlo¨sung
gelegt und zum Schluss zwischen zwei Zellglas-Folien zur Aufbewahrung aufgespannt.
Anschließend wird die Membran zusammen mit dem Blockierungspuffer (TBS + 0,1%
Tween und 5% Milchpulver) in einer Plastiktu¨te eingeschweißt und u¨ber Nacht im Ku¨hl-
raum bei 4◦C auf einem Schu¨ttler inkubiert. Dieser Schritt dient der Blockierung u¨ber-
schu¨ssiger Bindungsstellen auf dem Blot.
Lo¨sung A Lo¨sung B Trockenlo¨sung
3,3 g Coomassie R 100 ml Eisessig 300 ml Ethanol
1000 ml Methanol 450 ml H2O 45 ml Glycin
ad 1000 ml H2O
Tabelle 2.12: Gelfa¨rbung
2.3.4 Reaktionen am Western-Blot
Zum Nachweis spezifischer Proteine in der Zelllinie werden spezifischen Antiko¨rpern ver-
wendet.
Zuna¨chst wird die PVDF Membran, die u¨ber Nacht blockiert wurde, kurz unter destil-
liertem VE-Wasser abgespu¨lt und dann mit dem ersten Antiko¨rper in TBS + 0,1% Tween
und 5% Milchpulver fu¨r eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Dieser Antiko¨rper
bindet spezifisch an das Zielprotein. Im zweiten Schritt wird die Membran erneut unter
VE-Wasser abgespu¨lt und dann fu¨r 3 x 10 min in TBS gewaschen, um ungebundene An-
tiko¨rper auszuwaschen. Anschließend wird die Membran mit einem Sekunda¨rantiko¨rper
in TBS + 0,1% Tween + 1% Milchpulver fu¨r ebenfalls eine Stunde inkubiert, der spezi-
fisch den Prima¨rantiko¨rper erkennt. Industriell wird der zweite Antiko¨rper zuvor mit der
Meerrettich-Peroxidase (HRP = Horseradaish Peroxidase) enzymatisch konjugiert. Noch
einmal wird die Membran unter VE-Wasser gereinigt und fu¨r 30 min mit TBS gewaschen.
Im na¨chsten Schritt wird die Membran auf eine Saranfolie gelegt und dann mit ECL
(Enhanced Chemieluminescence, Amersham Biosciences, USA) oder ECL plus behandelt.
Durch HRP katalysiert, kommt es zu einer Oxidation des zyklischen Diacylhydraziden
Luminols. Das Luminol erreicht ein ho¨heres energetisches Niveau und unter Lichtemission
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fa¨llt das Luminol wieder auf sein Grundniveau zuru¨ck. Die ECL plus Reagenz entha¨lt
anstelle des Luminols PS-3 Acridan. Durch Oxidation, ebenfalls durch HRP katalysiert,
entstehen ein Acridinester mit einer sehr viel sta¨rkeren und la¨nger anhaltenden Lichte-
mission.
Nach einer bzw. fu¨nf Minuten Einwirkzeit des ECLs, wird die Lichtemission, die durch
die ECL Reaktion hervorgerufen wird, in der Photokammer durch Auflegen eines Films (X-
OMAT UV Film, Kodak, Frankreich) gemessen. Verwendet wird hierfu¨r eine Filmkassette
vom Typ Hypercassette, Amersham, UK.
Nach erfolgter Detektion wird die Blot-Membran fu¨r ca. 3 min in einer Coomassielo¨sung
gefa¨rbt, anschließend kurz mit dem Entfa¨rber entfa¨rbt und getrocknet.
Coomassie Entfa¨rber
2,5 g Coomassie G 490 ml Methanol
454 ml Methanol 490 ml H2O
454 ml Essigsa¨ure 20 ml Essigsa¨ure
92 ml H2O
Tabelle 2.13: Membranfa¨rbung
2.3.5 beta-Aktin Reaktion
Zur relativen Quantifizierung der Expression von ERα und der HDAC-1, -2 und -3 sowie
dem Clusterin im Western-Blot-Verfahren wird auf derselben Membran der Nachweis der
beta-Aktin Expression durchgefu¨hrt. Der beta-Aktin Antiko¨rper wird in einer Verdu¨nnung
von 1:50.000 in TBS + 0,1% Tween fu¨r 45 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Pro-
teinmenge richtet sich hierbei nach der Proteinmenge von dem Faktor dessen Expression
quantifizerit werden soll. Danach erfolgt ein dreifacher Waschgang mit TBS innerhalb von
30 min, bevor der Sekunda¨rantiko¨rper (siehe Tabelle 2.15) in einer Verdu¨nnung von 1:5000
in TBS + 0,1% Tween fu¨r 25 min aufgetragen wird. Der oben beschriebene Waschgang
wird wiederholt, bevor im Anschluss das beta-Aktin mittels einer Chemielumineszenz-
Reaktion (ECL-Kit) auf einem Ro¨ntgen-Film (X-OMAT UV Film, Kodak, Frankreich)
nachgewiesen wird. Die Exposition der beta-Aktin Reaktion liegt zwischen 1 bis maximal
20 Sekunden. Anschließend wird die Blot-Membran mit Coomassie eingefa¨rbt. Beta-Aktin
wird in allen Zellen exprimiert und seine Expression zeigte in den Experimenten der vor-
liegenden Arbeit keine Regulation durch Steroide und TSA. Somit eignet es sich besonders
gut, als Nachweis, ob von jeder Probe gleich viel Protein auf das Gel aufgetragen worden
ist.
2.3.6 Auswertung der Blots
Mit Hilfe des Kodak Digital ScienceTM 1D Image Systems 440CF (Carestream Health,
New York, USA) werden die Western-Blot Ergebnisse gemeinsam mit der dazugeho¨rigen
beta-Aktin Reaktion eingescannt. Mittels der 1D-Software wird die sog. ”Net Intensity“
der Banden bestimmt. Bei dieser Messung wird der Hintergrund, der durch die Absorption
des Ro¨ntgenfilms zustande kommt, herausgerechnet, so dass die Daten ausschließlich die
Intensita¨t der Banden widerspiegeln. Diese ”Net Intensity“ der Target-Proteine ER-alpha,
HDAC-1, -2 und -3 sowie des Clusterins wird durch die ”Net Intensity“ der zugeho¨rigen
beta-Aktin-Bande geteilt.
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2.3.7 Antiko¨rper der Western-Blot Reaktion
Antiko¨rper Typ Frima Verdu¨nnung Gro¨ße Protein-
menge
Histon-Deacetylase 1 polyclonal Abcam 1:20.000 55 kDa 10 µg
(HDAC 1) (ab 7028)
Histon-Deacetylase 2 polyclonal Santa Cruz 1:5.000 59 kDa 10 µg
(HDAC 2) (H-54:sc-7899)
Histon-Deacetylase 3 polyclonal Abcam 1:20.000 50 kDa 10 µg
(HDAC 3) (ab 7030)
Estrogenrezeptor α monoclonal Santa Cruz 1:200 66 kDa 40 µg
(ERα) (D-12:sc-8005)
Clusterin-α polyclonal Santa Cruz 1:1000 36 kDa 30 µg
(H-330:sc-8354)
β-Actin monoclonal Abcam 1:50.000 42 kDa
(ab6276)
Tabelle 2.14: Prima¨re Antiko¨rper
Antiko¨rper Typ Frima Verdu¨nnung Prima¨rer Antiko¨rper
Anti-Rabbit polyclonal Dako Cytomation 1:2.000 HDAC 1,2 und 3
(P0448)
Anti-Mouse polyclonal Dako Cytomation 1:5.000 ER α und
(P0447) β-Actin
Anti-Goat polyclonal Dako Cytomation 1:5.000 Clusterin
(P0449)
Tabelle 2.15: Sekunda¨re Antiko¨rper
2.3.8 Immunhistochemie
Fu¨r die Immunhistochemie werden die Brustkrebszellen standardma¨ßig auf 4-Well Platten
(NuclonTM Surface, NuncTM, Da¨nemark) bzw. 24er-Multiwell Platten der Firma Becton
Dickinson Labware (New York, USA) ausgesa¨t. Ein Teil der Versuche ist auch in Labo-Tec
Objekttra¨gern der Firma Brand Products (Nalge Nunc International, Naperville, Il, USA)
durchgefu¨hrt worden.
Auf den 4er Wells werden 1x105 Zellen, auf den 6er Wells 5x105 Zellen ausgesa¨t. Im
Unterschied dazu enthalten die Labo-Tec Objekttra¨ger zur Kultivierung ca. 3x104 Zellen
in 200µl Zellsuspension je Kammer.
Nach zwei Tagen Anheftung im Basismedium werden die Hormon- und/oder TSA-
haltigen Medien hinzugefu¨gt und nach zwei weiteren Tagen wird das Medium gewechselt.
Zur weiteren Verarbeitung in der Immunhistochemie wird dann das Medium abgesaugt
und die Zellen mit einer 3,7%igen Formalinlo¨sung fixiert. Darauf folgen drei Spu¨lschritte
mit PBS (jeweils fu¨r 5 min) sowie eine 5-minu¨tige Inkubation mit 0,5% Triton in PBS
zur Permeabilisierung der Zellmembran. Nach einer erneuten Spu¨lung mit PBS wird die
zelleigene Peroxidase mit 0,3%igen H2O2 in Methanol fu¨r 10 min im Dunkeln blockiert.
Bevor die Zellen mit dem prima¨ren Antiko¨rper behandelt werden, wird eine Blockierung
u¨berschu¨ssiger Bindungsstellen mit einem 10%igen Ziegen non-Immun-Serum aus den
LAB-SA Detektionssystem-Kit (Zymed Laboratories, San Francisco, Californien, USA)
durchgefu¨hrt. Die prima¨ren Antiko¨rper werden in einer Lo¨sung aus 1,5%igem BSA (bo-
vines Serumalbumin) in PBS fu¨r eine Stunde bei Raumtemperatur auf den Zellen inku-
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biert. Der Sekunda¨rantiko¨rper, der spezifisch an den prima¨ren Antiko¨rper bindet und der
mit Biotin, einem wasserlo¨slichen Vitamin, markiert ist, wird fu¨r 30 min auf die Zellen
aufgetragen. Im na¨chsten Schritt wird Streptavidin, welches vier Untereinheiten zur Bin-
dung jeweils eines Biotinmoleku¨l besitzt und mit einer Peroxidase (HPR = HorseRadisch
Peroxidase) gekoppelt ist, hinzugefu¨gt. Durch Zugabe einer Substrat/Chromogen Lo¨sung
(ACE (red) Substrate Kit, Zymed Laboratories, San Francisco, Californien, USA) und
H2O2 kommt es zu einer Farbreaktion, die durch die gebundene Peroxidase katalysiert
wird. Die sog. ACE-Detektion findet unter mikroskopischer Kontrolle statt und wird bei
ausreichendem Farbumschlag durch Absaugen der Lo¨sung und Zugabe von destilliertem
Wasser unterbrochen. Die Dauer der Detektion ist abha¨ngig von der verwendeten Zelllinie
sowie den verwendeten Antiko¨rpern und betra¨gt zwischen 3 und 10 Minuten.
Zwischen den Zugaben der einzelnen Antiko¨rperlo¨sungen- und der Streptavidin-Peroxi-
dase-Konjugat-Lo¨sung werden die Zellen jeweils fu¨r 3 x 5 min mit PBS gespu¨lt, um u¨ber-
schu¨ssige Lo¨sungen und unspezifisch gebundene Antiko¨rper und Konjugate zu entfernen.
Im Anschluss an die Immunhistochemie wird, zur besseren Darstellung der einzelnen Zell-
kompartimenten, eine Ha¨malaunfa¨rbung durchgefu¨hrt. Zu beachten ist, dass bei den Anti-
ko¨rpern gegen das Protein der HDAC-1 und -3 das LAB-SA-Detektionssystem Zymed Plus
verwendet wird, da es sich hier um polyklonale Antiko¨rper aus dem Kaninchen handelt.
Zur Dokumentation werden die Platten mit dem
”
Zeiss Axiovert 135 Inverted Research“ -
Mikroskop festgehalten. Das Mikroskop entha¨lt verschiedene Vergro¨ßerungsobjektive, ist
direkt mit der Kodak DC290 Digital Kamera verbunden und die Bilder werden unvermit-
telt auf die Image J Software zur weiteren Verarbeitung u¨bertragen.
Antiko¨rper Klon Frima Verdu¨nnung
Estrogenrezeptor α NCL-ER-6F11 Novocastra TM 1:40 - 1:50
(ER α) (115148)
Progesteronrezeptor PgR 636 Dako 1:100
(M 3569)
Histon-Deacetylase 1 HDAC 1 Abcam 1:500
(HDAC 1) (ab 7028)
Histon-Deacetylase 3 HDAC 3 Abcam 1:500
(HDAC 3) (ab 7030)
Ki-67 MIB-1 Dako 1:40 - 1:50
(M 7240)
Tabelle 2.16: Antiko¨rper der Immunhistochemie
2.4 Statistische Auswertungen
Die statistische Auswertung erfolgte mittels der Software SAS (Statistical Analysis Sys-
tem). Im Rahmen der Analyse wurden in einem ersten Schritt zu den einzelnen Untergrup-
pen (z.B. EtOH, E2, E2+MPA, EtOH+TSA, E2+TSA, E2+MPA+TSA) des jeweiligen
Markers (z.B. HDAC-1) zuna¨chst die Mittelwerte mit Standardabweichung und das je-
weilige Minimum bzw. Maximum berechnet.
Im zweiten Schritt erfolgte die Analyse der Daten mit der einfaktoriellen ANOVA oder
RM ANOVA (repeated measures ANOVA). Ergaben sich bei dieser Analyse signifikante
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen (p ≤ 0,05), so wurden in einem dritten
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Schritt post-hoc t-Tests zum paarweisen Vergleich der einzelnen Versuchsgruppen durch-
gefu¨hrt.
Den nicht relativierten Daten wurden zum Teil relativierte Expressionsergebnisse (Ex-
pression unter E2-Behandlung = 1) gegenu¨bergestellt. Diese wurden mit dem Programm
GraphPad Prism Version 3.0 ausgewertet. Fu¨r die statistische Analyse dieser Daten wur-
de entweder die One-Way ANOVA, ein t-Test und/oder die Column Statistik verwendet.
Auch hier wurden p-Werte ≤ 0,05 als statistisch signifikant gewertet.
Fu¨r die graphische Darstellung der Daten wurde ebenfalls das Programm GraphPad
Prism Version 3.0 verwendet. Die errechneten Expressionswerte wurden in Streuungsdia-
grammen mit angegebenem Mittelwert veranschaulicht.
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3 Ergebnisse
3.1 Einleitung
In dieser Arbeit wurden die Effekte des Histon-Deacetylase-Inhibitors Trichostatin A
(TSA) sowie der hormonelle Einfluss von 17β-Estradiol (E2) und Medroxyprogesteronace-
tat (MPA) auf die mRNA und Protein Expression in T 47D- und MCF 7- Brustkrebszellen
untersucht.
ImMittelpunkt der Untersuchungen standen zum einen die Histon-Deacetylasen (HDAC)
der Gruppe I, HDAC 1, 2 und 3, die u¨ber Inhibitoren wie TSA reguliert werden [117, 69,
23]. Zum anderen wurden die Effekte des Inhibitors TSA sowie der Hormone auf die mRNA
und Protein Expression des Estrogenrezeptors α, der eine wichtige Rolle in der Brustkrebs-
theapie spielt [152, 90, 60], untersucht. Des Weiteren wurden die Differenzierungsmarker
Zink-α-2-Glykoprotein (ZAG), die Na+-K+-ATPase α-1 Untereinheit, das KLF 4 sowie
das Clusterin untersucht. Drei der Gene werden durch Progesteron reguliert; generell sind
alle vier in die Progression verschiedener Tumore involviert. Die Regulation von ZAG so-
wie der Na+-K+-ATPase wurden bereits von Mrusek et al. [100] beschrieben, wohingegen
die Wirkung von Progesteron auf das Clusterin im Rahmen der Studien zu dieser Arbeit
nachgewiesen wurden. Da die Genexpression auf der mRNA-Ebene im Mittelpunkt des
Interesses standen sowie mo¨gliche Interaktionen von Steroidhormonrezeptoren wie dem
Estrogenrezeptor und den Histon-Deacetylasen, wurden die Differenzierungsmarker ZAG
und die Na+-K+-ATPase sowie das KLF 4 und das Clusterin mittels LightCycler PCR
untersucht. Zusa¨tzlich zur mRNA-Ebene wurde im Rahmen der Studien die Auswirkun-
gen des TSA und der Steroidhormone 17β-Estradiol und Progesteron auf die HDAC und
den ERα mittels der Immunhistochemie und dem Western Blot Verfahren auf der Pro-
teinebene untersucht. Die Protein-Ebene stellt fu¨r diese Marker die Funktionsebene dar,
durch Liganden- oder Antiko¨rperbildung kann hierbei der Turnover vera¨ndert werden.
3.2 Versuche mit unterschiedlichen TSA Konzentrationen und
unterschiedlich langer Inkubationszeit der Zellen
Diese Versuchsreihe wurde durchgefu¨hrt, da in der Literatur Studien zu finden sind, die
unterschiedliche TSA Konzentrationen mit unterschiedlichen Ergebnissen beschreiben. Im
Vordergrund der vorliegenden Arbeit stand zum einen die Frage nach der Dauer der Zell-
kultivierung bis zu dem Zeitpunkt, an dem sich Vera¨nderungen in der Zellmorphologie zei-
gen, sowie die Frage nach der Zytotoxizita¨t des Histon-Deacetylase-Inhibitors TSA. In den
folgenden Versuchen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine hohe TSA
Dosis zytotoxisch wirkt, wohingegen unter einer niedrigen Dosierung die physiologischen
Bedindungen erhalten bleiben und so die physiologsichen Effekte widergespiegelt werden.
Des Weiteren wurde exemplarisch die Expression der HDAC-1 u¨ber einen Zeitraum von
72 Stunden unter 0,5µM/l TSA untersucht. Hierbei sollten eventuelle Unterschiede aufge-
zeigt werden, da die meisten Studien, die in der Literatur zu finden sind, die Expression
nur u¨ber einem Zeitraum von 24 Stunden darstellen.
20 3 Ergebnisse
3.2.1 Effekte unterschiedlicher TSA Konzentrationen - Beurteilung der
Zellmorphologie
Hierfu¨r wurden die T 47D- und MCF 7-Zellen fu¨r vier Tage mit unterschiedlichen TSA
Konzentrationen (EtOH-Kontrolle, 0,2µM/l, 0,5µM/l, 0,75µM/l, 1,0µM/l und 2,0µM/l)
kultiviert. Die Zellen wurden ta¨glich mikroskopisch beurteilt und fotografiert. Bei TSA
Konzentrationen von 0,2µM/l zeigte sich, wie auch bei den Kontrollzellen, nach 96 Stun-
den eine konfluente Zellkultur, wobei die Dichte bei 0,2µM/l TSA etwas geringer war. Bei
einer TSA Dosis von 0,5µM/l nahm die Zellzahl weiter ab und es zeigten sich Unterschiede
in der Zellmorphologie: die Zellen wirkten deutlich abgerundet.
Mit steigender Dosierung (1,0µM/l) kam es dann zu einer deutlichen Vera¨nderung wie
der Abbildung 3.1 zu entnehmen ist. Die Zellen sind abgerundet und weisen keine typi-
schen Zellausla¨ufer auf. Sie vermehren sich nicht, sondern lo¨sen sich von der Platte ab.
Zum Zeitpunkt von 96h sind weniger Zellen in der Kulturflasche als zum Zeitpunkt des
Aussa¨ens. Die Kerne erscheinen zum Teil fragmentiert. Die Abbildung 3.1 zeigt exem-
plarisch die Zellkultur nach 0h und nach 48h. Um unter physiologischen Bedingungen
die Expression verschiedener tumorrelevanter Gene, in Abha¨ngigkeit von der TSA- und
der Hormonbehandlung zu untersuchen, wurde in den verschiedenen Versuchen aufgrund
der oben dargestellten Ergebnisse prima¨r eine TSA Konzentration von 0,2µM/l, zum Teil
auch von 0,5µM/l und 0,75µM/l TSA gewa¨hlt.
0h 0h0h
48h 48h 48h
ohne TSA 1,0μM TSA 0,2μM TSA
Abbildung 3.1: TSA Konzentrationen in T 47D-Zellen
3.3 Zeitexperiment
3.3.1 HDAC-1 Expression unter 0,5µM/l TSA u¨ber 72h in MCF 7-Zellen
Um die Expressionssta¨rke der HDAC-1 unter dem Einfluss von TSA u¨ber einen la¨ngeren
Zeitraum zu u¨berpru¨fen, wurde in diesem Versuch die HDAC-1 Expression im Western-
Blot nach einer Inkubationszeit von 0, 12, 24, 48 und 72 Stunden gemessen (siehe Abbil-
dung 3.2). In der RM ANOVA Analyse zeigte sich, dass die Dauer der Inkubation einen
statistisch signifikanten Effekt (p = 0,0047) auf die HDAC-1 Protein Expression ausu¨bt.
Wie die Abbildung 3.2 darstellt, wird die Expression der HDAC-1 um den Faktor 2,7 nach
72 stu¨ndiger Inkubation reduziert. Insgesamt muss diese deutliche Abnahme der HDAC-1
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Expression u¨ber den Zeitraum von 72 Stunden als biologisch signifikant und relevant ange-
nommen werden. Post-hoc t-Tests zeigen allerdings nur statistisch signifikante Ergebnisse
zwischen 12 und 48 bzw. 12 und 72 Stunden (p = 0,034 bzw. p = 0,0334), was sich evtl.
aus der Anzahl der Wiederholungen der Experimente (n = 3) erkla¨ren la¨sst.
0 h 12 h 24 h 48 h 72 h
Mittelwert 0,850 0,630 0,577 0,833 0,310
Standard- 0,128 0,147 0,103 0,131 0,221
abweichung
Tabelle 3.1: Mittelwerte und Standardabweichung der HDAC-1 Expression u¨ber 72 Stun-
den unter 0,5µM/l TSA
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Abbildung 3.2: HDAC-1 Expression u¨ber 72 Stunden unter 0,5µM/l TSA
3.4 Dosisexperimente
3.4.1 Effekte der TSA-Dosierungen auf die HDCA-1 Expression nach 48 Stunden
in MCF 7- Zellen
In diesem Versuch wird der Einfluss verschiedener TSA Konzentrationen (0,2µM/l; 0,5µM/l;
0,75µM/l; 1,0µM/l und 2,0µM/l) auf die HDAC-1 Protein Expression untersucht (siehe
Abbildung 3.3). In der RM ANOVA Analyse zeigt sich ein statistisch signifikanter Dosis-
effekt (p = 0,0036). Post-hoc Tests demonstrieren eine signifikante Abnahme der HDAC-1
Expression zwischen den TSA-Dosierungen von 0µM/l TSA und 0,75µM/l, 1,0µM/l bzw.
2,0µM/l TSA (p = 0,0474; p = 0,0379 und p = 0,0532) bzw. zwischen 0,2µM/l TSA und
0,75µM/l, 1,0µM/l bzw. 2,0µM/l TSA (p = 0,0275; p = 0,0362 und p = 0,0655). Obwohl
die statistische Signifikanz beim Vergleich der 0,2µM/l mit der 2,0µM/l TSA-Dosierung
nicht ganz erreicht wird (p = 0,0655), wird die deutliche Repression der HDAC-1 Ex-
pression im Western-Blot demonstriert, was die biologische Signifikanz der TSA-Wirkung
widerspiegelt (siehe Abbilgung 3.3).
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TSA 0µM/l 0,2µM/l 0,5µM/l 0,75µM/l 1,0µM/l 2,0µM/l
Mittelwert 1,708 1,220 1,440 0,278 0,183 0,363
Standard- 0,755 0,398 1,097 0,221 0,186 0,285
abweichung
Tabelle 3.2: Mittelwerte und Standardabweichung der TSA Dosierungen auf die HDCA-1
Expression
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Abbildung 3.3: TSA Dosis Effekte auf die HDAC-1 Expression
3.4.2 Effekt der TSA-Dosierung in MCF 7-Zellen auf die ERα Expression nach 48
Stunden
Dieser Versuch zeigt die Effekte verschiedener TSA Konzentrationen (0,2µM/l, 0,5µM/l,
0,75µM/l, 1,0µM/l und 2,0µM/l) auf die ERα Protein Expression (siehe Abbildung 3.4).
Statistisch zeigt sich ein signifikanter TSA Dosiseffekt in der RM ANOVA Analyse (p =
0,0011) ebenso wie in dem vergleichbaren Experiment mit der HDAC-1 Expression. Die
graphische Auswertung der Daten veranschaulicht die deutliche und biologisch relevante
Repression der ERα Expression unter dem Zusatz von 0,75µM/l, 1,0µM/l und 2,0µM/l
TSA. Statistisch signifikant ist der Vergleich der Ergebnisse mittels post-hoc t-Test zwi-
schen den Zellen, die ohne TSA kultiviert wurden, und den TSA-Konzentrationen von
0,75µM/l, 1,0µM/l und 2,0µM/l TSA (p = 0,0321; p = 0,0331 und p = 0,0329). Beina-
he signifikant ist auch der Expressionsunterschied zwischen 0,2µM/l TSA zu 0,75µM/l,
1,0µM/l und 2,0µM/l TSA (p = 0,0559; p = 0,0584 und p = 0,0586). Bei einer Ver-
suchsanzahl von n=5 (anstelle von n = 4, wie in diesem Experiment), kann man davon
ausgehen, dass auch dieses Ergebnis eindeutig signifikant wa¨re.
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TSA 0µM/l 0,2µM/l 0,5µM/l 0,75µM/l 1,0µM/l 2,0µM/l
Mittelwert 0,618 0,740 0,358 0,010 0 0,003
Standard- 0,329 0,496 0,268 0,020 0 0,005
abweichung
Tabelle 3.3: Mittelwerte und Standardabweichung der TSA Dosierungen auf die ERα Ex-
pression
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Abbildung 3.4: TSA Dosis Effekte auf die ERα Expression
3.5 Effekte des HDAC-Inhibitors TSA und der Hormone E2 und
MPA auf die Histon-Deacetylase-1, -2 und -3 Expression
3.5.1 T 47D-Zellen
Nachweis der Histon-Deacetylase-1 und -3 mRNA Expression
Die HDAC-1 und HDAC-3 mRNA Expression wurde mit der Real-time RT-PCR unter-
sucht und statistisch mittels einfaktorieller ANOVA ausgewertet (siehe Abbildung 3.5). In
der Tabelle 3.4 und 3.5 sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der mRNA Ex-
pression der Histon-Deacetylasen-1 und -3 zusammengefasst. Es konnten keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen gefunden werden
(HDAC-1: p = 0,9035 und HDAC-3: p = 0,8846). Die graphische Darstellung veranschau-
licht die Konstanz der Mittelwerte und zeigt, dass weder die Steroidhormongabe noch die
Behandlung mit 0,2µM/l TSA einen Einfluss auf die Expression der HDAC-1 bzw. der
HDAC-3 haben.
EtOH E2 E2+MPA EtOH+TSA E2+TSA E2+MPA+TSA
Mittelwert 1,383 1,460 1,332 1,564 1,220 1,183
Standard- 0,791 0,645 0,509 0,846 0,394 0,190
abweichung
Tabelle 3.4: Mittelwerte und Standardabweichung der HDAC-1 mRNA Expression
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EtOH E2 E2+MPA EtOH+TSA E2+TSA E2+MPA+TSA
Mittelwert 1,026 1,132 0,875 1,008 0,818 1,158
Standard- 0,285 0,793 0,531 0,325 0,366 0,844
abweichung
Tabelle 3.5: Mittelwerte und Standardabweichung der HDAC-3 mRNA Expression
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Abbildung 3.5: HDAC-1 und -3 mRNA Expression in T 47D-Zellen
HDAC-1, -2 und -3 Protein Expression - Analyse mit dem Western-Blot
Neben der Expression der Histon-Deacetylasen auf der mRNA-Ebene wurde auch die Pro-
tein Expression der Histon-Deacetylasen-1, -2 und -3 mit dem Western-Blot Verfahren un-
tersucht. Die Tabellen 3.6, 3.7 und 3.8 zeigen die Mittelwerte und Standardabweichungen
der einzelnen Versuchsgruppen. Die Abbildung 3.6 zeigt die Ergebnisse der Western-Blot
Versuche und veranschaulicht die gleichma¨ßige Expression der HDAC-1, -2 und -3. Die
statistische Auswertung erfolgte mittels einfaktorieller ANOVA. Hierbei zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede in der Protein Expression der HDAC-1, -2 und -3 (HDAC-1: p
= 0,8415; HDAC-2: p = 0,5765; HDAC-3: p = 0,0816). Diese Daten verdeutlichen, dass
weder die Hormone noch die Kontzentration von 0,2µM/l TSA einen Einfluss auf die
HDAC-1, -2 und -3 Protein-Expression haben.
EtOH E2 E2+MPA EtOH+TSA E2+TSA E2+MPA+TSA
Mittelwert 0,533 0,490 0,370 0,573 0,470 0,410
Standard- 0,267 0,135 0,053 0,263 0,288 0,156
abweichung
Tabelle 3.6: Mittelwerte und Standardabweichung der HDAC-1 Protein Expression
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EtOH E2 E2+MPA EtOH+TSA E2+TSA E2+MPA+TSA
Mittelwert 0,644 0,765 0,406 0,690 0,495 0,973
Standard- 0,226 0,241 0,310 0,206 0,092 0,907
abweichung
Tabelle 3.7: Mittelwerte und Standardabweichung der HDAC-2 Protein Expression
EtOH E2 E2+MPA EtOH+TSA E2+TSA E2+MPA+TSA
Mittelwert 1,346 0,650 0,580 0,938 0,363 0,233
Standard- 0,787 0,465 0,364 0,529 0,098 0,190
abweichung
Tabelle 3.8: Mittelwerte und Standardabweichung der HDAC-3 Protein Expression
HDAC 1
β-Actin
HDAC 2
β-Actin
HDAC 3
β-Actin
E +         +         +         +             −         −
MPA −         +         −         +             −         −
TSA      −         −         +         +             −         +     
Abbildung 3.6: HDAC 1, 2 und 3 Protein Expression in T 47D-Zellen
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3.5.2 MCF 7-Zellen
Lokalisierung der HDAC-1 und -3 Protein Expression mittels Immunhistochemie
Die Abbildungen 3.7 und 3.8 der Immunhistochemie zeigen zum einen die Kernsta¨ndigkeit
der Histon-Deacetylasen-1 und -3 und zum anderen, dass weder die Hormone von E2 bzw.
E2+MPA noch die zusa¨tzliche Behandlung mit 0,2µM/l TSA einen Effekt auf die HDAC-
1 und -3 Immunfa¨rbung ausu¨bt, was die Ergebnisse des Western-Blots besta¨tigt. Es la¨sst
sich hier eine leichte Verminderung der Zellzahl nach der Behandlung mit Trichostatin A
beobachten.
ohne Hormone E2 E2+MPA
ohne TSA
0,2μM TSA
Abbildung 3.7: HDAC-1 Expression (Passage 8a MCF 7-Zellen)
0,2 μM TSA
E2+MPAE2ohne Hormone
ohne TSA
Abbildung 3.8: HDAC-3 Expression (Passage 8a MCF 7-Zellen)
HDAC-2 Expression in der Western-Blot Reaktion
Die HDAC-2 Protein Expression wurde mit dem Western-Blot Verfahren untersucht. In
der Tabelle 3.9 sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der HDAC-2 Protein Ex-
pression zusammengefasst. Die Western-Blot Ergebnisse sind in Abbildung 3.9 gezeigt.
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Diese Daten zeigen, dass das Hormon E2, die Kombination aus E2+MPA sowie die zu-
sa¨tzliche Behandlung mit dem HDAC-Inhibitor Trichostatin A keinen Einfluss auf die
HDAC-2 Protein Expression haben (einfaktoriellen ANOVA: p = 0,2922).
EtOH E2 E2+MPA EtOH+TSA E2+TSA E2+MPA+TSA
Mittelwert 0,363 0,270 0,470 0,293 0,370 0,283
Standard- 0,131 0,151 0,046 0,121 0,079 0,104
abweichung
Tabelle 3.9: Mittelwerte und Standardabweichung der HDAC-2 Protein Expression in
MCF 7-Zellen
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Abbildung 3.9: HDAC-2 Protein Expression in MCF 7-Zellen
3.6 Effekte des Inhibitors TSA und der Hormone E2 und MPA auf
den Estrogenrezeptor α
3.6.1 T 47D-Zellen
mRNA Expression des Estrogenrezeptors α (ERα)
Die ERα mRNA Expression wurde mit der Real time RT-PCR analysiert. In der Ta-
belle 3.10 sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der mRNA Expression des
ERα aufgelistet. Abbildung 3.10 zeigt die graphische Auswertung der Expression. Mit
der einfaktoriellen ANOVA ko¨nnen keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzel-
nen Behandlungsgruppen gefunden werden (p = 0,6522). Somit zeigt sich, dass weder die
Hormone E2 und MPA noch eine TSA-Konzentration von 0,2µM/l einen Effekt auf die
mRNA Expression des Estrogenrezeptors haben. Bei der Kombination aus E2 und MPA
kommt es tendenziell zu einer Verminderung der mRNA Expression (Faktor: 1,06 ± 0,4)
gegenu¨ber E2 alleine. Jedoch ist dieses Ergebnis auch in der Auswertung der relativierten
Daten (Expression unter E2-Behandlung = 1) nicht signifikant (p > 0,05; Faktor: 0,79 ±
0,16).
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EtOH E2 E2+MPA EtOH+TSA E2+TSA E2+MPA+TSA
Mittelwert 0,898 1,598 1,063 1,265 3,438 2,911
Standard- 0,459 1,354 0,970 0,986 5,109 5,502
abweichung
Tabelle 3.10: Mittelwerte und Standardabweichung der ERα mRNA Expression in T 47D-
Zellen
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Abbildung 3.10: ERα mRNA Expression
Protein Expression des Estrogenrezeptors α
Die ERα Protein Expression wurde mit dem Western-Blot Verfahren untersucht. Die Mit-
telwerte und Standardabweichungen der Protein Expression des ERα sind in der Tabelle
3.11 zusammengefasst. Daneben zeigt die Abbildung 3.11 die graphische Darstellung der
Ergebnisse. In der statistischen Analyse der Daten konnten keine signifikanten Unterschie-
de zwischen den verschiedenen Versuchsgruppen gefunden werden (einfaktorieller ANO-
VA: p = 0,2335). Somit spiegeln sich die Ergebnisse der PCR-Versuche auf der Proteine-
bene wider. Bei der Betrachtung der relativierten Werte (Expression unter E2-Behandlung
= 1) fa¨llt jedoch auf, dass die ERα Protein Expression in E2+MPA behandelten Zellen
um den Faktor 0,50 ± 0,12 (n = 5) vermindert ist im Vergleich zu E2-behandelten Zellen
(p = 0,0029). Der Zusatz von 0,2µM/l TSA hingegen zeigt auch bei der Betrachtung der
relativierten Werte keinen Einfluss auf die ERα Expression.
EtOH E2 E2+MPA EtOH+TSA E2+TSA E2+MPA+TSA
Mittelwert 0,387 0,628 0,310 0,453 0,652 0,332
Standard- 0,306 0,219 0,205 0,337 0,249 0,279
abweichung
Tabelle 3.11: Mittelwerte und Standardabweichung der ERα Protein Expression in T 47D-
Zellen
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Abbildung 3.11: ERα Protein Expression in T 47D-Zellen
Nachweis der Estrogenrezeptorα Expression in der Immunhistochemie
Die Abbildung 3.12 zeigt den Nachweis des Estrogensrezeptors in der Immunhistochemie
analog zu dem oben beschriebenen Versuch. In der Immunreaktion ist die Kernsta¨ndigkeit
des Rezeptors in allen Behandlungsgruppen gut zu erkennen. Die Morphologie der mit
TSA behandelten Zellen ist deutlich im Vergleich zu den Kontrollzellen vera¨ndert, so
dass eine Beurteilbarkeit des Zellverhaltens erschwert ist. Auch nach Wiederholung des
Versuches sowie einer Kultivierung der Zellen auf Platik im Gegensatz zu Glas, fu¨hrte zu
keiner Verbesserung des Zellwachtums und der Morphologie.
ohne Hormone E2 E2+MPA
ohne TSA
0,2μM TSA
Abbildung 3.12: ERα Expression in T 47D-Zellen (Passage 12)
3.6.2 MCF 7-Zellen
Protein Expression des Estrogenrezeptor α
Die Expression des Estrogenrezeptors wurde in der MCF 7-Zelllinie ebenfalls mit dem
Western-Blot Verfahren analysiert. In der Tabelle 3.12 sind die Mittelwerte und Standard-
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abweichungen der untersuchten Versuchgruppen aufgelistet. Daneben zeigt die Abbildung
3.13 die graphische Darstellung der ERα Expressionsdaten. Die statistische Auswertung
erfolgte mit der einfaktoriellen ANOVA Analyse, wobei keine signifikanten Unterschie-
de zwischen den nicht relativierten Daten der Behandlungsgruppen nachgewiesen werden
konnten (p = 0,2143). Betrachtet man jedoch die relativierten Ergebnisse (Expression
unter EtOH-Behandlung = 1) der ERα Expression, so zeigt sich im Vergleich zu den
EtOH-behandelten Zellen unter E2 bzw. der Kombination aus E2+MPA eine signifikan-
te Repression des Estrogenrezeptors α (Faktor 0, 31 ± 0, 03 bzw. Faktor 0, 27 ± 0, 07).
0,2µM/l TSA haben auf diesen Steroidhormoneffekt keinen Einfluss. Diese Daten sind in
der Abbildung 3.14 graphisch dargestellt.
EtOH E2 E2+MPA EtOH+TSA E2+TSA E2+MPA+TSA
Mittelwert 0,483 0,200 0,185 0,628 0,355 0,195
Standard- 0,214 0,085 0,120 0,317 0,290 0,163
abweichung
Tabelle 3.12: Mittelwerte und Standardabweichung der ERα Protein Expression in MCF
7-Zellen
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Abbildung 3.13: ERα Protein Expression in MCF 7-Zellen - nicht relativierte Daten
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Abbildung 3.14: ERα Protein Expression in MCF 7-Zellen - relativierte Daten
Nachweis der Estrogenrezeptor α Expression in der Immunhistochemie
Der oben beschriebene Versuch in den T 47D-Zellen wurde unter den gleichen Bedingungen
in der MCF 7-Zelllinie durchgefu¨hrt. Die Abbildung 3.15 zeigt die gleichen Effekte, d.h.
es kommt unter den Hormonen E2+MPA zu einer Abnahme des Estrogenrezeptors, was
durch eine schwa¨chere Immunfa¨rbung deutlich wird. Die zusa¨tzliche Behandlung mit dem
Inhibitor TSA fu¨hrt zu keiner weiteren Vera¨nderung des Rezeptorstatus.
ohne Hormone E2 E2+MPA
ohne TSA
0,2 μM TSA
Abbildung 3.15: ERα Expression in MCF 7-Zellen (Passage 16a)
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3.7 Effekte des Inhibitors TSA und der Hormone E2 und MPA auf
die Expression der Na+-K+-ATPase, des Zink-α2-Glykoprotein
sowie des KLF 4 und des Clusterins
3.7.1 Na+-K+-ATPase α1-Untereinheit
Na+-K+-ATPase Expression in T 47D-Zellen mit 0,2µM TSA
Die mRNA Expression der Na+-K+-ATPase wurde mit der Real-time RT-PCR untersucht.
In der Tabelle 3.13 sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der Na+-K+-ATPase
mRNA Expression zusammengefasst. Die graphische Darstellung der Ergebnisse ist in
Abbildung 3.16 zu sehen. Mit der einfaktoriellen ANOVA ko¨nnen keine signifikanten Un-
terschiede zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen gefunden werden (p = 0,5937).
Es ist auffa¨llig, dass die Na+-K+-ATPase mRNA Expression starke passageabha¨ngige
Schwankungen aufweist. Bei einer Betrachtung der relativierten Werte (Expression unter
E2-Behandlung = 1) fa¨llt jedoch auf, dass die Na
+-K+-ATPase mRNA Expression in E2
+MPA behandelten Zellen um den Faktor 4, 41± 1, 3 (n = 5) ho¨her ist als in E2 behan-
delten Zellen, was fru¨here Ergebnisse besta¨tigt. Die zusa¨tzliche Applikation von 0,2µM/l
TSA hat auch bei der Auswertung der relativierten Daten keinen signifikanten Einfluss
auf die Na+-K+-ATPase mRNA Expression.
EtOH E2 E2+MPA EtOH+TSA E2+TSA E2+MPA+TSA
Mittelwert 0,850 0,280 0,830 0,735 0,503 0,768
Standard- 0,957 0,270 0,799 0,669 0,435 0,393
abweichung
Tabelle 3.13: Mittelwerte und Standardabweichung der Na+-K+-ATPase mRNA Expres-
sion in T 47D-Zellen mit 0,2µM/l TSA
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Abbildung 3.16: Na+-K+-ATPase mRNA Expression in T 47D-Zellen 0,2µM/l TSA
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Na+-K+-ATPase Expression in MCF 7-Zellen mit 0,2µM/l und 0,5µM/l TSA
In einer weiteren Versuchsreihe wurde die mRNA Expression der Na+-K+-ATPase mittels
Real-time RT-PCR in der MCF 7-Zelllinie mit zwei unterschiedlichen TSA-Konzentrationen
(0,2µM/l und 0,5µM/l) untersucht.
Die Tabelle 3.14 zeigt die Mittelwerte sowie die Standardabweichungen der mRNA-
Expression der Na+-K+-ATPase bei einer TSA Konzentration von 0,2µM/l. Die Abbil-
dung 3.17 stellt daneben die graphische Darstellung der Ergebnisse dar. Die Auswertung
der Ergebnisse mit der einfaktoriellen ANOVA zeigte keine signifikanten Unterschiede
zwischen den einzelnen Behandlungsgruppen (p = 0,0990). Hingegen fa¨llt bei der Be-
trachtung der relativierten Werte (Expression unter E2-Behandlung = 1) eine signifikante
Steigerung der Expression unter E2+MPA gegenu¨ber E2 um den Faktor 2, 5±0, 4 (n = 4;
p = 0,0089) auf. Unter dem Zusatz von 0,2µM/l TSA ist auch in den relativierten Daten
keine statistische Signifikanz zu detektieren. Trotzdem la¨sst sich auch hier der Trend zu
einer gesteigerten Expression der Na+-K+-ATPase erkennen.
EtOH E2 E2+MPA EtOH+TSA E2+TSA E2+MPA+TSA
Mittelwert 0,620 0,545 1,440 0,580 0,735 1,033
Standard- 0,316 0,290 0,836 0,302 0,420 0,422
abweichung
Tabelle 3.14: Mittelwerte und Standardabweichung der Na+-K+-ATPase mRNA Expres-
sion in MCF 7-Zellen mit 0,2µM/l TSA
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Abbildung 3.17: Na+-K+-ATPase mRNA Expression in MCF 7-Zellen 0,2µM/l TSA
Die Expressionsunterschiede zwischen E2 und E2+MPA der Na
+-K+-ATPase wurde in
spa¨teren Passagen der MCF 7-Zellen nicht wieder gefunden. Die Tabelle 3.15 zeigt die
Mittelwerte mit Standardabweichung, die Abbildung 3.18 die graphische Auswertung der
Daten. Auch mit einer TSA Konzentration von 0,5µM/l TSA wurden keine signifikanten
Unterschiede zwischen TSA-behandelten und unbehandelten Zellen detektiert. Der p-Wert
der einfaktoriellen ANOVA Analyse lag bei 0,9244.
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EtOH E2 E2+MPA EtOH+TSA E2+TSA E2+MPA+TSA
Mittelwert 0,966 0,823 1,050 0,813 0,913 0,950
Standard- 0,330 0,146 0,248 0,105 0,193 0,563
abweichung
Tabelle 3.15: Mittelwerte und Standardabweichung der Na+-K+-ATPase mRNA Expres-
sion in MCF 7-Zellen mit 0,5µM/l TSA
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Abbildung 3.18: Na+-K+-ATPase mRNA Expression in MCF 7-Zellen 0,5µM/l TSA
3.7.2 Zink-α2-Glykoprotein (ZAG)
Die mRNA Expression des ZAG wurde in T 47D-Zellen, welche zum einen mit Steroid-
hormonen und zum anderen mit einer Dosierungen von 0,2µM/l TSA behandelt wurden,
mit der Real-Time RT-PCR untersucht.
Bei der statistischen Analyse zeigten sich statistisch signifikante Unterschiede zwischen
den Versuchsgruppen (einfaktorieller ANOVA: p = 0,0031). In der Tabelle 3.16 sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen der ZAG mRNA Expression dargestellt, die gra-
phische Auswertung der nicht relativierten Daten wird in Abbildung 3.19 gezeigt.
EtOH E2 E2+MPA EtOH+TSA E2+TSA E2+MPA+TSA
Mittelwert 1,015 0,658 2,416 0,768 1,022 1,668
Standard- 1,154 0,404 0,603 0,335 0,701 1,011
abweichung
Tabelle 3.16: Mittelwerte und Standardabweichung der Zink-α2-Glykoprotein mRNA Ex-
pression in T 47D-Zellen
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Abbildung 3.19: Zink-α2-Glykoprotein mRNA Expression in T 47D-Zellen
Im paarweisen Vergleich mittels post-hoc t-Tests zeigte sich eine signifikante Steigerung
der Expression in der Kombination von E2+MPA im Vergleich zur EtOH-Kontrolle (p =
0,0034) und im Vergleich zu E2 behandelten Zellen (p = 0,0004). Nach der zusa¨tzlichen Be-
handlung mit 0,2µM/l TSA zeigten sich ebenfalls signifikant gesteigerte Expressionsunter-
schiede in der post-hoc Analyse der nicht relativierten Daten: Der Vergleich von E2+MPA
zu TSA ergibt eine Signifikanz von p = 0,0008. Ebenfalls signifikant ist der Vergleich der
Zellen, die zum einen mit E2+MPA zum anderen mit E2+TSA behandelt wurden (p =
0,0035). Der post-hoc t-Test zwischen E2 behandelten Zellen und E2+MPA+TSA behan-
delten Zellen spiegelt sowohl die Expressionsinduktion des MPA sowie die des TSA wider
(p = 0,0289).
3.7.3 Kru¨ppel-like Faktor 4 (KLF 4)
Die mRNA Expression des Kru¨ppel-like Faktor 4 wurde ebenfalls mit der Real-time RT-
PCR untersucht. In der Tabelle 3.17 sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der
KLF 4 mRNA Expression zusammengefasst. Die graphische Darstellung der Ergebnisse
ist in Abbildung 3.20 zu sehen. Weder die Hormon- noch die TSA-Behandlung der Zel-
len zeigten relevante Unterschiede in der mRNA Expression, wie die Analyse der nicht
relativierten Daten mittels einfaktorieller ANOVA ergab (p = 0,4651).
EtOH E2 E2+MPA EtOH+TSA E2+TSA E2+MPA+TSA
Mittelwert 1,169 0,855 1,460 1,240 0,798 1,396
Standard- 0,804 0,346 0,659 0,625 0,274 0,960
abweichung
Tabelle 3.17: Mittelwerte und Standardabweichung der KLF 4 mRNA Expression in T
47D-Zellen
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Abbildung 3.20: KLF 4 mRNA Expression in T 47D-Zellen
3.7.4 Clusterin (CLU)
Clusterin mRNA Expression in T 47D-Zellen
Die Clusterin mRNA Expression wurde in T 47D-Zellen, welche mit Steroidhormonen
und mit zwei verschiedenen Dosierungen von TSA (0,2µM, 0,5µM und 0,75µM) behandelt
wurden, mittels Real-time RT-PCR analysiert.
In den Versuchsgruppen, in denen mit 0,2µM/l TSA gearbeitet wurde, zeigten sich
statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen (einfaktorielle ANOVA: p =
0,0385). Bezogen auf die einzelnen Behandlungsgruppen zeigte sich in den post-hoc t-Tests
eine signifikante Repression der CLU mRNA Expression zwischen den Zellen, die mit E2
alleine und der Kombination aus E2+MPA kultiviert wurden (p< 0,0105) sowie zwischen
E2+MPA und TSA-behandelten Zellen (p = 0,0131) und E2+MPA und E2+TSA behan-
delten Zellen. Diese durch MPA induzierte Repression der CLU Expression wurde durch
den Zusatz von 0,2µM/l TSA wieder aufgehoben (E2 vs E2+MPA+TSA p = 0,4423).
Der post-hoc t-Test fu¨r den Vergleich von E2+MPA vs E2+MPA+TSA erreicht beinahe
statistische Signifikanz (p = 0,0768). Die Tabelle 3.18 stellt die Mittelwerte und Standard-
abweichungen, die Abbildung 3.21 die graphische Darstellung der CLU Expression unter
0,2µM/l TSA dar.
EtOH E2 E2+MPA EtOH+TSA E2+TSA E2+MPA+TSA
Mittelwert 0,650 1,152 0,293 1,122 1,294 0,896
Standard- 0,358 0,800 0,088 0,838 0,328 0,313
abweichung
Tabelle 3.18: Mittelwerte und Standardabweichung der Clusterin mRNA Expression in T
47D-Zellen mit 0,2µM/l TSA
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Abbildung 3.21: Clusterin mRNA Expression in T 47D-Zellen mit 0,2µM/l TSA
Bei der Durchfu¨hrung des Versuches, bei dem die Effekte einer Konzentration von
0,5µM/l TSA untersucht wurden, konnte die signifikante Repression der Clusterin Ex-
pression, hervorgerufen durch das MPA, nicht reproduziert werden (post-hoc t-Test p =
0,7386). Ebenfalls nur tendenziell la¨sst sich die Aufhebung dieses Effektes unter Zugabe
von 0,5µM/l TSA erkennen (post-hoc t-Test p = 0,1970). Hingegen ist durch die Zuga-
be von 0,5µM/l TSA in den E2-behandelten Zellen eine signifikante Steigerung erreicht
worden (p = 0,0089) und auch eine alleinige TSA Behandlung steigert die Clusterin Ex-
pression gegenu¨ber der Behandlung der Zellen, die nur mit E2 behandelt wurden (post-hoc
t-Test p = 0,0089). Durch alleinige Behandlung mit TSA bzw. durch die Kultivierung mit
E2+TSA wird die Clusterin mRNA Expression in T 47D-Zellen gegenu¨ber E2+MPA -
kultivierten Zellen gesteigert (post-hoc t-Tests p = 0,0047). Die Tabelle 3.19 stellt die
Mittelwerte und Standardabweichungen, die Abbildung 3.22 die graphische Darstellung
der Clusterin Expression unter 0,5µM/l TSA dar.
EtOH E2 E2+MPA EtOH+TSA E2+TSA E2+MPA+TSA
Mittelwert 0,690 0,436 0,383 0,923 0,923 0,596
Standard- 0,046 0,087 0,212 0,166 0,315 0,194
abweichung
Tabelle 3.19: Mittelwerte und Standardabweichung der Clusterin mRNA Expression in T
47D-Zellen mit 0,5µM/l TSA
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Abbildung 3.22: Clusterin mRNA Expression in T 47D-Zellen mit 0,5µM/l TSA
In der dritten Versuchsgruppe mit 0,75µM/l TSA ließ sich ebenfalls nicht die Repression
durch das MPA wie unter 0,2µM/l TSA wiederholen. Die statistische Auswertung zeigt
signifikante Unterschiede in der einfaktoriellen ANOVA (p = 0,0035). In der folgenden
post-hoc t-Test Analyse der sechs Untergruppen ergeben sich statistisch signifikante Wer-
te unter anderem fu¨r E2 vs E2+TSA (p = 0,0013) und E2+MPA vs E2+MPA+TSA (p
= 0,0119) sowie fu¨r E2 vs TSA (p = 0,0063) und E2+MPA vs TSA (p = 0,0029). Die ge-
steigerte Expression unter TSA ist auch graphisch deutlich zu erkennen (siehe Abbildung
3.23).
Grundsa¨tzlich stellt sich dieser Effekt tendenziell auch unter den niedrigereren TSA-
Konzentrationen von 0,2µM/l und 0,5µM/l dar, ist hier statistisch jedoch nicht so deutlich,
da Einzelwerte vom Mittelwert abweichen und die Fallzahl nur exemplarisch zu werten
ist.
EtOH E2 E2+MPA EtOH+TSA E2+TSA E2+MPA+TSA
Mittelwert 0,690 0,436 0,383 0,853 0,963 0,756
Standard- 0,046 0,087 0,212 0,064 0,225 0,183
abweichung
Tabelle 3.20: Mittelwerte und Standardabweichung der Clusterin mRNA Expression in T
47D-Zellen mit 0,75µM/l TSA
39
Et
OH E
E+
MP
A
Et
OH
+T
SA
E+
TS
A
E+
MP
A+
TS
A
0.0
0.5
1.0
1.5
ar
bi
tr
ar
y 
un
its
Abbildung 3.23: Clusterin mRNA Expression in T 47D-Zellen mit 0,75µM/l TSA
Clusterin mRNA Expression in MCF 7-Zellen
In der ersten Versuchsgruppe wurde die Clusterin mRNA Expression mittels Real-time
RT-PCR unter Steroidhormonen und unter 0,2µM/l TSA analysiert. Die Mittelwerte und
Standardabweichungen hierzu sind in der Tabelle 3.21, die graphische Darstellung in der
Abbildung 3.24 zu finden. Die Analyse der Behandlungsgruppen zeigte keine signifikanten
Unterschiede zwischen unbehandelten MCF 7-Zellen und Zellen unter dem Zusatz von
Hormonen bzw. TSA (einfaktoriellen ANOVA: p = 0,6206). Die Ergebnisse der T 47D-
Zellen ließen sich somit in den MCF 7-Zellen nicht reproduzieren.
EtOH E2 E2+MPA EtOH+TSA E2+TSA E2+MPA+TSA
Mittelwert 0,995 1,030 1,095 1,850 1,148 0,990
Standard- 0,368 0,465 0,830 1,573 0,337 0,257
abweichung
Tabelle 3.21: Mittelwerte und Standardabweichung der Clusterin mRNA Expression in
MCF 7-Zellen mit 0,2µM/l TSA
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Abbildung 3.24: Clusterin mRNA Expression in MCF 7-Zellen mit 0,2µM/l TSA
In einer zweiten Versuchsreihe wurde die mRNA Expression des Clusterins zusa¨tzlich zu
einer Hormonbehandlung auch unter 0,5µM/l TSA untersucht. Hier zeigte der Vergleich
der Versuchsgruppen mittels einfaktoriellen ANOVA statistisch signifikante Unterschied (p
= 0,0006). Die Mittelwerte und Standardabweichungen der einzelnen Behandlungsgruppen
sind in der Tabelle 3.22, die graphische Auswertung in der Abbildung 3.25 zu finden. Zum
paarweisen Vergleich der sechs Gruppen wurde im Anschluss ein post-hoc t-Test durchge-
fu¨hrt. Hierbei zeigte sich vor allem eine signifikante Steigerung der CLU mRNA Expression
nach Zugabe von 0,5µM/l TSA. Dieses wird im Vergleich der EtOH-behandelten Gruppe
(Kontrolle) mit a) TSA-behandelten Zellen (p = 0,0005), b) E2+TSA-behandelten Zel-
len (p = 0,0288) und c) E2+MPA+TSA-behandelten Zellen (p = 0,0035) deutlich. Diese
signifikanten Ergebnisse zeigten sich ebenfalls im Vergleich mit E2-behandelten Zellen zu
a) TSA-behandelten Zellen (p = 0,0005), b) E2+TSA-behandelten Zellen (p = 0,0307)
und c) E2+MPA+TSA-behandelten Zellen (p = 0,0038). Allerdings zeigten die Versuche
mit der MCF 7-Zelllinie nicht die Repression durch das MPA sowie die Wiederaufhebung
dieses Effektes durch TSA wie die Experimenten der T 47D-Zelllinie ergaben.
EtOH E2 E2+MPA EtOH+TSA E2+TSA E2+MPA+TSA
Mittelwert 0,613 0,623 0,413 1,936 1,306 1,632
Standard- 0,102 0,197 0,097 0,429 0,336 0,589
abweichung
Tabelle 3.22: Mittelwerte und Standardabweichung der Clusterin mRNA Expression in
MCF 7-Zellen mit 0,5µM/l TSA
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Abbildung 3.25: Clusterin mRNA Expression in MCF 7-Zellen mit 0,5µM/l TSA
Clusterin Protein Expression in T 47D- und MCF 7-Zellen
In der Western-Blot Analyse des Clusterins zeigen sich sowohl in den T 47D- als auch in
den MCF 7-Zellen zwei Banden, eine bei 65-68 kDa und eine bei 35-40 kDa.
Die statistische Auswertung der nicht relativierten Daten der Versuchsgruppen in der
T 47D-Zelllinie zeigten keine signifikanten Unterschiede in der einfaktoriellen ANOVA
bei der Analyse der zwei Expressionsbanden (65-68 kDa: p = 0,2672 und 35-40 kDa: p
= 0,1173). Betrachtet man jedoch die Western-Blot Ergebnisse, so kommt es durch den
Zusatz von MPA zu einer signifikanten Repression der Clusterin Expression. Besonders
deutlich ist dieser Effekt in der 35-40 kDa Bande zu sehen (siehe Abbildung 3.26).
E2 E2+MPA E2+TSA E2+MPA+TSA
Mittelwert 1,693 1,333 1,523 1,190
Standard- 0,316 0,500 0,074 0,098
abweichung
Tabelle 3.23: Mittelwerte und Standardabweichung der Clusterin Protein Expression in T
47D-Zellen (65-68kDa Isoform)
E2 E2+MPA E2+TSA E2+MPA+TSA
Mittelwert 1,780 0,683 1,983 0,116
Standard- 1,522 0,592 0,929 0,102
abweichung
Tabelle 3.24: Mittelwerte und Standardabweichung der Clusterin Protein Expression in T
47D-Zellen (35-40kDa Isoform)
In der MCF 7-Zelllinie zeigt sich -durch TSA induziert- eine Steigerung der 35-40 kDa
Isoform Expression und der 65-68 kDa Isoform Expression.
42 3 Ergebnisse
Bei der Auswertung der 65-68 kDa Bande ergaben sich signifikante Unterscheide in den
Versuchsgruppen (p = 0,0023). Hierbei zeigten sich diese signifikanten Unterschiede in
der weiterfu¨hrenden Analyse mittels post-hoc t-Test vor allem zwischen Zellen ohne TSA
Behandlung und denen, die mit 0,75µM/l TSA substituiert wurden:
1. EtOH-behandelte Kontroll-Zellen vs a) TSA-behandelte Zellen (p = 0,0078), b)
E2+TSA-behandelte Zellen (p = 0,0071) und c) E2+MPA+TSA-behandelte Zellen
(p = 0,0004)
2. E2-behandelte Zellen vs a) TSA-behandelte Zellen (p = 0,0222), b) E2+TSA-behandelte
Zellen (p = 0,0202) und c) E2+MPA+TSA-behandelten Zellen (p = 0,0009)
3. E2+MPA vs a) TSA-behandelte Zellen (p = 0,0294), b) E2+TSA-behandelte Zellen
(p = 0,0268), c) E2+MPA+TSA-behandelte Zellen (p = 0,0011)
Im Vergleich zu den T 47D-Zellen hat das Progesteronderivat MPA keinen spezifischen
Einfluss auf die Clusterin Expression in den MCF 7-Zellen.
EtOH E2 E2+MPA EtOH+TSA E2+TSA E2+MPA+TSA
Mittelwert 0,523 0,633 0,663 1,136 1,146 1,585
Standard- 0,099 0,123 0,038 0,460 0,223 0,120
abweichung
Tabelle 3.25: Mittelwerte und Standardabweichung der Clusterin Protein Expression in
MCF 7-Zellen (65-68kDa Isoform)
In der statistischen Auswertung mittels einfaktorieller ANOVA zeigt die Analyse der
35-40 kDa Bande hingegen keine signifikanten Unterschiede (einfaktorielle ANOVA: p =
0,5554).
EtOH E2 E2+MPA EtOH+TSA E2+TSA E2+MPA+TSA
Mittelwert 0,160 0,056 0,035 0,893 0,766 0,870
Standard- 0,277 0,098 0,049 0,967 1,063 1,321
abweichung
Tabelle 3.26: Mittelwerte und Standardabweichung der Clusterin Protein Expression in
MCF 7-Zellen (35-40kDa Isoform)
Die Abbildung 3.26 verdeutlicht exemplarisch die Expressionsunterschiede zwischen den
Versuchsgruppen. Trotz fehlender statistischer Signifikanz zeigte sich hier in zwei von
drei untersuchten Passagen eine deutliche Expressionssteigerung der 35-40 kDa Bande
zwischen Zellen mit und ohne TSA-Behandlung.
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Abbildung 3.26: Western-Blot Darstellung der Clusterin Expression in T 47D- und MCF
7-Zellen
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4.1 Regulation des Mammagewebes und der Mammakarzinomen
durch Steroidhormone und ihre Rezeptoren
4.1.1 Steroidhormonwirkung auf die Mamma und Mammakarzinome
Die ovariellen Steroide Estrogen und Progesteron sind an der Bildung und Differenzierung
der Brustdru¨se beteiligt. Bereits bei der Geburt ist das Gangsystem der Brustdru¨se, die
Ducti lactiferi, sowie vereinzelte alveola¨re Endstu¨cke angelegt. Erst mit Beginn der Pu-
berta¨t kommt es, stimuliert durch Estrogen, zum Wachstum des Gangsystems [101]. Am
terminalen Ende des Gangsystems bilden sich tubulo-alveola¨re Endstu¨cke aus. Der Zu-
sammenhang zwischen Estrogen und der puberta¨ren Ausgestaltung des Gangsystems ließ
sich mit ERα-knock-out Ma¨usen, die nur rudimenta¨re duktale Anteile ausbilden ko¨nnen,
nachweisen [106]. Wa¨hrend einer Schwangerschaft schließt sich eine weitere Wachstums-
phase an [6], gepra¨gt durch duktale Proliferation, Verzweigung der Ducti lactiferi und
Ausbildung von sekretorischen Tubuli und Alveolen.
Generell unterliegt die Brustdru¨se von der Menarche bis zur Menopause den zyklischen
Schwankungen der ovariellen Hormonproduktion. So wird Estrogen prima¨r in der folliku-
la¨ren Phase des Menstruationszyklus sezerniert, wa¨hrend Progesteron in der Lutealphase
abgegeben wird. Es stimuliert die lobula¨r-alveola¨re Differenzierung der Mamma wa¨hrend
der Schwangerschaft [65] und bereitet die Brust auf die spa¨tere Laktation vor [46].
Im Gegensatz dazu kommt es in der Postmenopause zu verschiedenen Vera¨nderungen
des hormonellen Status. Die Ovarien produzieren kein Estrogen mehr, so dass der Estro-
genspiegel im Serum abfa¨llt. Die Folge ist eine Involution der Geschlechtsorgane (Uterus
und Mamma).
Obwohl in der Menopause die ovarielle Steroidhormon-Produktion versiegt, kommt es,
unabha¨ngig von den Ovarien, zu einer weiteren Estrogenproduktion. Dieses geschieht
durch das Enzym Aromatase, welches Androgene, die in der Nebenniere produziert wer-
den, enzymatisch in Estrogen umwandelt. Diese Aromatase existiert in Fettzellen und im
Gewebe der Muskulatur und des Gehirns [111]. Unter anderem soll das im Fettgewebe pro-
duzierte Estrogen der postmenopausalen Frau fu¨r die Fo¨rderung und Entwicklung eines
Mammakarzinoms verantwortlich sein. Daneben konnten auch erho¨hte Werte von frei-
em Testosteron in postmenopausalen Frauen nachgewiesen und in Verbindung mit einem
erho¨hten Krebsrisiko gebracht werden [59, 12, 76, 98].
Die Entwicklung von Brusttumoren unterliegt unterschiedlichen zellula¨ren Mechanis-
men, reguliert durch die Effekte des Estrogens. Ca. 70% der Brusttumoren zeigen ein
Estrogen-abha¨ngiges Wachstum bedingt durch einen positiven ER-Status [106, 22, 91, 36].
Generell weisen Frauen mit einer langen Periode der Estrogenexposition, sprich einer fru¨-
hen Menarche und einer spa¨ten Menopause, ein ho¨here Risiko auf, an Brustkrebs zu
erkranken [139].
Progesteron beeinflusst neben dem Estrogen ebenfalls die Proliferation und das Wachs-
tum von Zellen nicht nur in der gesunden Brust, sondern auch in Brusttumoren. In ver-
schiedenen Studien konnten stimulierende, inhibierende oder aber auch gar keine Effekte
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des Progesterons abha¨ngig vom Progesterontyp, dem Versuchsmodell und dem Vorhan-
densein verschiedener Hormone und Hormonrezeptoren [35, 24, 86] nachgewiesen werden.
In in vitro Versuchen wurden Wirkungsunterschiede des Progesterons in Abha¨ngigkeit
von der Inkubationsdauer bzw. Expositionszeit dargestellt. Es wurde festgestellt, dass
eine relativ kurze Inkubationszeit dazu fu¨hrt, dass die Zellen im Zellzyklus in die S-Phase
eintreten und die DNA repliziert wird. Fu¨hrt man jedoch die Exposition der Zellen mit
Progesteron fort, so bleiben die Zellen in der G-Phase des darauf folgenden Zellzyklus
stehen und die weitere Proliferation ist gehemmt [102, 86]. In diesem Zusammenhang
wurde ebenfalls eine gesteigerte Expression des p21-Proteins, einem Inhibitor der Cyclin-
abha¨ngigen Kinasen, sowie eine Abnahme verschiedener Cycline, wie z.B. dem Cyclin A,
B und D1 [50, 103, 86] festgestellt - Effekte, die an dem Prozess einer Tumorentwicklung
beteilig sein ko¨nnen.
Ein weiterer interessanter Effekt der Progesteron-Behandlung im Hinblick auf die Pro-
gnose und Therapie von Brusttumoren ist dessen Wirkung auf den Estrogenrezeptor. So
zeigte sich in Studien mit verschiedenen Brustkrebszelllinien eine verminderte Expression
des ERα [3, 94], eine Reaktion, die auch am Uterus nachgewiesen werden konnte [46].
Neben dem endogenen Hormonstatus, der die Tumorgenese beeinflusst, spielen auch
exogen zugefu¨hrte Hormone im Rahmen einer Hormontherapie (HT) in der Menopause
eine große Rolle. Hofseth et al. [62] fu¨hrten eine Studie durch, in der sie postmenopausale
Frauen untersuchten, die entweder keine HT bekamen oder mit Estrogen bzw. der Kombi-
nation aus Estrogen+Progesteron therapiert wurden. Hierbei zeigte sich, dass bei Frauen
mit einer HT, vor allem der Kombination aus Estrogen+Progesteron, ein deutlich erho¨htes
Wachstum der Zellen nachgewiesen werden konnte. Dieses erho¨hte Brustkrebsrisiko konn-
te auch in anderen Studien nachgewiesen werden [85, 15, 7, 105]. Unter diesem Aspekt
wurden weitere Studien durchgefu¨hrt, die unterschiedliche Kombinationen an Estrogen-
und Progesteron-Derivaten getestet haben [35, 24, 132]. Generell wird die Wirkung der
Progesteron-Derivate, die Kombination aus verschiedenen Steroidkombinationen und der
Benefit einer HT sehr kontrovers diskutiert, da auch gegenteilige Effekte beschrieben wur-
den [124].
4.1.2 Die Steroidhormonrezeptoren ERα und PR A und B
Die Steroidhormone Estrogen und Progesteron wirken u¨ber Rezeptoren, die zur Familie
der Nuklea¨ren-Rezeptoren za¨hlen und Liganden abha¨ngig sind [6]. Fu¨r den Estrogenre-
zeptor existieren zwei Rezeptorformen, der ERα [146] und der ERβ [99]. Der ERα ist
auf dem Chromosom 6 und der ERβ auf dem Chromosom 14 [27] lokalisiert. Obwohl sie
von zwei unterschiedlichen Genen kodiert werden, weisen sie eine hohe Homologie im Be-
reich der DNA-Bindungsdoma¨ne (96%) sowie eine relativ starke Homologie der Liganden-
Bindungsdoma¨ne (58%) auf [99]. Die Expression beider Rezeptoren konnte nicht nur in
gesundem Brustgewebe und im Gewebe von Brusttumoren nachgewiesen werden, sondern
auch im Gewebe des Urogenitaltraktes, in kardiovaskula¨rem Gewebe und der Milz [27].
Der ERα wurde in der humanen Brustdru¨se vor allem in Epithelzellen der Dru¨senga¨nge
und der -endstu¨cke nachgewiesen, wa¨hrend Myoepithelzellen und das Stroma eher negativ
sind [6, 134]. Der ERβ hingegen wurde sowohl in luminalen- und myoepithelialen Zellen,
als auch in Fibroblasten und Stromazellen nachgewiesen [134].
Generell la¨sst sich sagen, dass in der gesunden Mamma die Epithelzellen keiner Pro-
liferation unterliegen. Die ERα exprimierenden Epithelzellen wirken selber als Estrogen-
Sensoren und sezernieren als Antwort parakrin wirksame Faktoren, u¨ber die sie die um-
liegenden Zellen beeinflussen und sie zur Proliferation anregen. Wa¨hrend des Prozesses
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der Tumorbildung kommt es jedoch zu einer A¨nderung dieses Vorganges. Es finden sich
vermehrt Zellen, die sowohl den ERα als auch das Ki67, ein Proliferations-assoziiertes
Antigen, aufweisen [6, 134].
Der hohe Prozentsatz (70-80%) der Mammatumoren, die den ERα exprimieren [6, 151],
spielt in der Therapie und Prognose einer Brustkrebserkrankung eine große Rolle. Diese
Karzinome sprechen gut auf eine hormonelle Therapie mit Antiestrogenen (Tamoxifen),
Aromataseinhibitoren oder anderen Medikamenten der Hormontherapie an [26, 71, 60, 93,
5, 123, 41].
Der PR wird sowohl im gesunden Brustgewebe wie auch in einem hohen Prozentsatz
von Mammatumoren exprimiert. Bei dem Progesteronrezeptor (PR) unterscheidet man
die beiden Isoformen A und B, die von einem Gen kodiert werden. Beide Formen sind
identisch bis auf das N-terminale Ende: der PR-B besitzt hier 164 Aminosa¨uren mehr, zu
denen eine zusa¨tzliche funktionelle Doma¨ne za¨hlt, die sog. AF 3, die der Aktivierung der
Transkription dient [73]. Der PR-B weist ein sta¨rkeres Aktivierunsgpotential auf als der
PR-A. Desweiteren kann der PR-A inhibierend auf den PR-B und andere Steroidhormon-
rezeptoren wirken [83].
Daru¨ber hinaus la¨sst er sich im Uterus, Ovar, Gehirn und anderen Geweben nachweisen
[46]. Abha¨ngig vom exprimierenden Zelltyp ko¨nnen die beiden Formen unterschiedliche,
zelltyp-spezifische Funktionen besitzen.
In physiologischem Gewebe besteht meist eine Balance in der Expression beider Formen.
Die Dominanz einer Isoform hingegen tritt vor allem in malignen Zellen auf. So zeigt sich
ha¨ufig zu Beginn einer Tumorbildung eine erho¨hte PR-A-Expression [47]. Generell wird
die Expression des PR sowohl durch Estrogen, welches zu einer vermehrten Expression
fu¨hrt, als auch durch Progesteron gesteuert, welches die Expression hemmt [46].
= Estrogen
= Estrogenrezeptor
=Progesteron
=Progesteronrezeptor
Zytoplasma
Nukleus
Proteinexpression
Abbildung 4.1: Schema der Steroidrezeptoren
4.1.3 Komplexbildung der Steroidhormonrezeptoren
Der Estrogenrezeptor, wie auch der Progesteronrezeptor, kann die Transkription der Ziel-
gene auf unterschiedliche Art und Weise beeinflussen. So ist der PR Bestandteil eines
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nuklea¨ren Multiproteinkomplexes, und kann, je nach Bindung eines Cofaktors, die Tran-
skription fo¨rdern oder inhibieren [102, 66, 86, 35, 44, 24]. Nach der Bindung eines Li-
ganden, wie z.B. dem E2, an den ER kommt es zu einer Konformationsa¨nderung des
Rezeptors. Dieser bindet dann an spezifische DNA-Bindungsstellen, wodurch es zu einer
Regulation der Transkription der verschiedenen Zielgene kommt. Zusa¨tzlich assoziiert der
ER mit verschiedenen Coaktivatoren, wie zum Beispiel dem TIF2, p160s und SRC-1, so
dass es zu einer Transkription von Zielgenen kommt. Bleibt die Liganden-Bindungsstelle
frei, la¨sst sich eine Interaktion mit Corepressoren, wie N-CoR und SMRT, nachweisen.
Die Folge ist eine Hemmung der Transkription [80].
Neben der typischen Liganden-abha¨ngigen Wirkung konnten noch weitere Wege der
ER-Wirkung nachgewiesen werden. U¨ber Protein-Protein-Interaktionen kann es z.B. zu ei-
ner indirekten Modifikation von Transkriptionsfaktoren, Wachstumsfaktoren und Tyrosin-
Kinaserezeptoren kommen. Diese Effekte ko¨nnen auch ohne eine Bindung des ER-Kom-
plexes an die spezifische DNA-Bindungsstelle nachgewiesen werden [58, 106].
Daneben spielen die Reaktionen auf der epigenetischen Ebene bei der Gen-Transkription
eine große Rolle. Vor allem dau¨ber wird bestimmt, wie, wo und wann die genetische
Information eingesetzt wird. Dieser Prozess wird unter anderem durch die Balance der
Histonacetylasen und HDACs reguliert, die jeweils selber ein Bestandteil verschiedener
Multiproteinkomplexe sind [92, 149, 54, 19, 125].
Dieser Aspekt ist von besonderer Relevanz, da der Einsatz von HDAC-Inhibitoren einen
großen Einfluss auf die Expression verschiedener Gene nehmen kann und so die Prolifera-
tion und Differenzierung von Tumorzellen beeinflusst. Der Einsatz von HDAC-Inhibitoren
stellt somit eine neue Therapieoption dar und wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit
unter verschiedenen Gesichtspunkten genauer untersucht.
4.2 Progesteron-regulierte Gene in Brustkrebszellen
Im Folgenden sollen zwei Proteine genauer beschrieben werden, die im Rahmen der vor-
liegenden Arbeit genauer untersucht worden sind, da ihre Expression durch das Steroid-
hormon Progesteron reguliert wird. Steroidhormone spielen eine ausschlaggebende Rolle
bei der Entwicklung eines Mammakarzinoms, so dass es von besonderer Bedeutung ist,
die einzelnen Mechanismen, die den Prozess der Tumorentstehung beeinflussen, zu unter-
suchen.
4.2.1 Die Na+-K+-ATPase
Die Na+-K+-ATPase la¨sst sich in der Plasmamembran aller Ko¨rperzellen nachweisen und
za¨hlt zu den sog. P-Typ ATPasen. Die Gruppe dieser Transportsysteme wird im Verlauf
des gekoppelten Transportzyklus reversible phosphoryliert. Ihre Funktion als Na+-K+-
Antiporter ist seit langem bekannt: unter ATP-Verbrauch werden drei Natrium-Ionen aus
der Zelle und zwei Kalium-Ionen in die Zelle hineingepumpt. Hierdurch entsteht sowohl
ein chemischer als auch ein elektrischer Gradient u¨ber der Zellmembran, der ausschlagge-
bend fu¨r viele verschiedene zellula¨re Prozesse ist: U¨ber die Na+-K+-Pumpe reguliert die
Zelle die Aufrechterhaltung des Membranpotentials, das osmotische Gleichgewicht zwi-
schen dem intra- und extrazellula¨ren Raum, den pH-Wert sowie weitere Na+-gekoppelte
Transportvorga¨nge [133, 87].
Die Na+-K+-ATPase besteht aus einer α- und einer β-Untereinheit, von denen jeweils
drei Isoformen existieren. Unter anderem entha¨lt die α-Untereinheit die ATP- und die
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Phosphat-Bindungsstelle sowie Bindungsstellen fu¨r die Kationen Na+ und K+ und die
Herzglykoside. Die β-Untereinheit hingegen ist fu¨r die Lokalisation der ATPase in der
Plasmamembran zusta¨ndig [61, 95].
Vera¨nderungen in ihrer Funktion wurden beim Vergleich von gesunden und tumoro¨sen
Geweben festgestellt, wie z.B. in den pra¨malignen Mukosazellen des Kolonkarzinoms [17].
Ein fu¨r diese Arbeit interessanter Aspekt ist die Funktion der Na+-K+-Pumpe als Diffe-
renzierungsmarker. So zeigte sich in verschiedenen Studien eine erho¨hte Expression dieser
ATPase wa¨hrend der lobulo-alveola¨ren Differenzierung der Mamma sowie der apokrinen
Differenzierung der Epithelzellen [128, 63].
Ebenso interessant ist die Regulation der Na+-K+-ATPase durch verschiedene Hormo-
ne. In der Arbeit von Ewart et al. [29] wurden die Auswirkungen des Aldosterons, der
Schilddru¨senhormone, der Katecholamine, des Insulins und des Carbachols zusammenge-
fasst beschrieben. Kestner et al. [75] hingegen untersuchte die Effekte des Steroidhormons
Progesteron auf die Expression der ATPase und konnte unter einem hormonellen Einfluss
eine Steigerung der Expression der Na+-K+-Pumpe nachweisen.
4.2.2 Das Zink-α2-Glykoprotein
Das Zink-α2-Glykoprotein (ZAG) ist ein wasserlo¨sliches, globula¨res Protein, das erstmalig
1961 aus menschlichem Plasma isoliert wurde [11]. Sein Molekulargewicht liegt zwischen
38 und 41 kDa. Mittlerweile konnte es in verschiedenen anderen Ko¨rperflu¨ssigkeiten nach-
gewiesen werden, wie z.B. im Schweiß, Speichel, Liquor und Urin sowie in der Samenflu¨s-
sigkeit und der Brustmilch [136].
Welche Funktionen das ZAG im menschlichen Ko¨rper u¨bernimmt, konnte bis jetzt nicht
eindeutig gekla¨rt werden. In verschiedenen Studien sind unterschiedliche Funktionen und
Wirkungsweisen des ZAG nachgewiesen worden. 30-40% der Struktur des ZAG sind iden-
tisch mit der schweren Kette der Klasse I der Haupthistonkompatibilita¨tskomplexe (engl.
MHC). Sanchez et al. untersuchten die Homologie, kamen jedoch zu dem Schluss, dass
sich ihre Funktionen unterscheiden, wie z.B. in der Pra¨sentation verschiedener Peptide
und der Wechselwirkung mit zytotoxischen T-Zellen, welches den MHC-Moleku¨len vorbe-
halten bleibt [126].
Des Weiteren wurde eine erho¨hten Expression des ZAG in weißem Ko¨rperfettgewebe
festgestellt. Dieses ließ sich sowohl in Tierversuchen mit Ma¨usen als auch in humanem
Gewebe reproduzieren. ZAG fungiert hier als Stimulator der Lipolyse. Diese lipolytische
Funktion wird vor allem im Rahmen einer Tumorkachexie diskutiert [137, 9].
In diesem Zusammenhang sei auf die unterschiedliche Expression des ZAG in benignen
und malignen Geweben verschiedener Organe verwiesen. So zeigte sich z.B. in vera¨ndertem
Prostatagewebe eine gesteigerte Expression des ZAG im Vergleich zum normalen Epithel
der Prostata. Diese Ergebnisse fu¨hrten zu der Hypothese, ob das ZAG als Marker fu¨r die
Entstehung eines Prostatakarzinoms eingesetzt werden ko¨nnte [57], was sich jedoch nicht
durchsetzte.
Im Zusammenhang mit der vorliegenden Arbeit erscheint allerdings die ZAG-Expression
im Brustgewebe, die in verschiedenen Studien untersucht worden ist, als besonders inter-
essant. Zusa¨tzlich zu den oben genannten Ko¨rperflu¨ssigkeiten konnte das ZAG auch in
der Flu¨ssigkeit von Brustgewebszysten sowie in ca. 40-60% der Mammakarzinome nach-
gewiesen werden [10, 67, 104]. Des Weiteren zeigte sich eine hormonelle Regulation des
ZAG, vor allem durch die Hormone Androgen und Progesteron [13, 88].
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4.3 Zwei weitere Kandidaten aus dem Array
Der Kru¨ppel-like Faktor 4 und das Clusterin wurden ebenfalls in einer Mikro-Array Stu-
die im Vorfeld dieser Arbeit als Gene identifiziert, die einer hormonellen Regulation durch
Estrogen und das Gestagen Medroxyprogesteronacetat unterliegen. Des Weiteren sind bei-
de Proteine fu¨r die Regualtion desZellzyklus mit von Bedeutung. Sowohl die Progression
von Zellen im Zellzyklus als auch deren Zyklusstopp bzw. die Apoptose kann durch beide
Faktoren induziert werden.
4.3.1 Der Kru¨ppel-like Faktor 4
Der Kru¨ppel-like Faktor 4 (KLF4) geho¨rt zu der Familie der Transkriptionsfaktoren, die
ein Zink-Finger Element beinhalten. Je nach Gewebe- und Zelltyp und zellula¨ren Einflu¨s-
sen kann KLF 4 die Zellzyklus-Regulation aktivieren oder unterdru¨cken.
Die Progression der Zellen im Zellzyklus wird durch ein komplexes Zusammenspiel ver-
schiedener Faktoren reguliert. Prima¨r wurde davon ausgegangen, dass eine erho¨hte Expres-
sion von KLF4 zu einem Wachstumsstopp der Zellen fu¨hrt und die Proliferation hemmt.
Dieser Effekt wurde in verschiedenen Studien untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass
KLF4 unter anderem zusammen mit dem Tumorsuppressorgen p53 und dem Inhibitor der
Cyclin-abha¨ngigen Kinasen, p21, einen Proliferationsstopp herbeifu¨hrt [130, 154, 40, 121].
Es konnte ebenfalls nachgewiesen werden, dass in Folge einer DNA-Scha¨digung, die
Konzentrationen von KLF4 und p21 ansteigen. KLF4 beeinflusst die Transkription von
p21, in dem es an die Sp1-Sequenz des p21 Promotors bindet [156]. Jedoch scheint die
Induktion der beiden Gene von der Expression des Tumorsuppressors p53 abha¨ngig zu
sein, da in p53 knock-out Versuchen keine Induktion nachgewiesen werden konnte [154].
Durch KLF4 wird außerdem die mRNA Expression des Cyclin D1 auf der Promotor-Ebene
supprimiert, was ebenfalls zu einer Hemmung der Proliferation beitra¨gt [129, 130].
In verschiedenen Tumoren konnte ein Verlust bzw. eine stark verminderte Expression
des KLF4 nachgewiesen werden. Dieser Effekt wird mit dem Prozess der Tumorgenese
assoziiert und wurde vor allem in Tumoren des Intestinaltraktes beschrieben [157, 148].
Im Gegensatz zu den Tumoren des Gastro-Intestinal-Traktes wurden stark erho¨hte Kon-
zentrationen des KLF4 in Mammakarzinomen gefunden. Dieses betraf sowohl invasive
Karzinome als auch das duktale Carcinoma in situ [34]. Pandya et al. [107] beschrieben
eine Korrelation zwischen der nuklea¨ren Lokalisation des KLF4 und der Aggressivita¨t des
Mammakarzinoms.
Diese eher protoonkogene Wirkungsweise des KLF4 in Mammakarzinomen wurde von
der Arbeitsgruppe um Rowland et al. [120] genauer untersucht. In ihren Versuchen zeigte
sich eine Verminderung der p53-Expression unter einer gesteigerten Expression von KLF4.
Diese Suppression wird durch eine direkte Interaktion zwischen dem KLF4 und dem sog.
PE21-Element des p53-Promotors induziert. Die hemmende Funktion des p53 ist hierdurch
aufgehoben und eine unkontrollierte Proliferation der Zellen ist die Folge.
4.3.2 Clusterin
Clusterin (CLU) ist ein Glykoprotein, das in verschiedene zellula¨re Prozesse eingreift und
unterschiedliche Effekte hervorruft. Es wurde erstmalig 1983 in Zusammenhang mit Zell-
Zell-Interaktionen beschrieben [38]. Mittlerweile wurde das Clusterin in fast allen huma-
nen Geweben und Ko¨rperflu¨ssigkeiten nachgewiesen [119]. In weiteren Studien wurden
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homologe Substanzen identifiziert, die jeweils eine eigene Bezeichnung, abha¨ngig vom je-
weiligen Ursprung, erhielten. So existieren die verschiedensten Synonyme fu¨r das Clusterin
wie z.B. Apolipoprotein J (Serum, Samenflu¨ssigkeit), TRPM-2 (Prostata), SGP-2 (Testis)
und gp80 (Niere) [140].
Clusterin wird von einem Gen kodiert, welches sich auf dem Chromosom 8 befindet
[31]. Heutzutage werden zwei Isoformen unterschieden, eine glykolysierte und eine nicht
glykolysierte Form. Die erstere wird beginnend mit dem ersten AUG-Codon der gesamten
mRNA zu einer Vorstufe von ca. 49 kDa translatiert. Hiernach wird es im Endoplasma-
tischen Retikulum und Golgi-Apparat modifiziert. So entsteht ein glykolysiertes Protein
bestehend aus einer α- und einer β-Kette, die u¨ber fu¨nf Disulfid-Bru¨cken miteinander ver-
bunden sind, von ca. 76-80 kDa. Analysen mit dem Western-Blot Verfahren weisen ha¨ufig
eine 60 kDa Bande auf, die der gesamten La¨nge des ungespaltenen Proteins entspricht,
und eine 40 kDa Bande, die dem α- und β-Protein entspricht [141, 84, 72].
Die zweite Isoform entsteht bei dem Prozess des alternativen Splicens. Hierbei wird das
Exon II eliminiert. Die Translation beginnt dann von einem zweiten AUG-Codon. Hierbei
entsteht ebenfalls eine Vorstufe von ca. 49 kDa, die durch zellula¨re Prozesse posttransla-
tionell zu einem 55 kDa Protein umgewandelt wird. Dieses Protein ist nicht glykolysiert
und weist keine α- oder β-Kette auf [150, 84].
Clusterin scheint eine große Rolle in der Karzinogenese verschiedener Tumore zu spie-
len. So konnte eine gesteigerte Expression in z.B. Prostata-, Kolon- und Brusttumoren
nachgewiesen werden [8, 112, 115].
Die glykolysierte Form wird als anti-apoptotisches Protein bezeichnet. Es wurde vor
allem im Zytoplasma der Zellen nachgewiesen und wird auch als sekretorische Form
(sCLU) bezeichnet. Eine gesteigerte Expression steht im Zusammenhang mit Zellprolife-
ration, Tumoraggressivita¨t und Invasivita¨t, sowie Chemotherapieresistenz [141, 112, 89].
Die nicht-glykolysierte Form hingegen ist pro-apoptotisch und wird prima¨r im Nukleus
nachgewiesen (nCLU). In Verbindung mit anderen Zell-protektiven Faktoren, wie z.B.
dem Ku-Autoantigen, induziert nCLU die Apoptose und fu¨hrt somit zu einem Absterben
der Zellen [84].
Die Studien zeigen, dass Clusterin stark ambivalente Effekte auf verschiedene Gewebe
ausu¨bt, abha¨ngig von unterschiedlichen Faktoren, zellula¨ren Prozessen und a¨ußeren Ein-
flu¨ssen. Diese Forschungsergebnisse stellen eine Grundlage fu¨r weitere Studien und neue
Therapieoptionen dar.
Aus diesem Grund wurden, nach unserem Wissen erstmalig, in der T 47D- und MCF
7-Brustkrebszelllinie, die Effekte einer Estrogen- und Progesteron-Gabe auf die Clusterin
Expression sowie die Auswirkungen einer Behandlung mit dem HDAC-Inhibitor TSA in
der vorliegenden Arbeit untersucht.
4.4 Histon-Deacetylasen und der HDAC-Inhibitor Trichostatin A
4.4.1 Histon-Deacetylasen
Histon-Deacetylasen (HDACs) spielen eine große Rolle bei der Regulation der Gentran-
skription durch Modifikation von Histonen und Nicht-Histon-Proteinen. Sie sind invol-
viert in die Zellzyklusregulation, die Zellproliferation und -differenzierung sowie in die
Apoptose. Vera¨nderungen des Acetylierungsstatus von Histon-Proteinen fu¨hren zu einer
Umlagerung der Chromatinstruktur und einer Dysregulation der Genexpression in 2-5%,
bis maximal 20%, der exprimierten Gene [144, 43, 108]. Histon-Deacetylase-Inhibitoren
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(HDACi), welche die Aktivita¨t von HDACs hemmen, stellen viel versprechende therapeu-
tische Mittel bei der Beka¨mpfung verschiedener Tumore dar [20, 64, 23]. Aufgrund dieser
Erkenntnisse der letzten Jahre wurden die Funktion und die Wirkungsweise von HDACs
und ihren Inhibitoren genauer untersucht.
Klasseneinteilung
Es wurden 18 verschiedene humane HDACs identifiziert, die in drei Klassen eingeteilt
werden [23]. Die HDAC-1, -2, -3 und -8 za¨hlen zu der ersten Klasse und sind homolog
zu dem RPD3 Protein. Sie befinden sich prima¨r im Nukleus, vor allem die HDAC-1 und
-2, da ihnen das nuklea¨re Export-Signal fehlt (NES) [69]. Ebenso kommt die HDAC-8
vornehmlich im Zellkern vor, hingegen konnte bei der HDAC-3 sowohl ein Kernsignal wie
auch ein NES nachgewiesen werden [19]. Das Molekulargewicht der Klasse I HDACs liegt
zwischen 22-55 kDa [23].
Zur Klasse II der HDACs za¨hlen die HDAC-4, -5, -6, -7, -9 und -10. Sie haben ein
Molekulargewicht zwischen 120-135 kDa und sind verwandt mit der HDAC-1 einer He-
fe [19, 77, 23]. Die HDACs der Klasse II sind in der Lage zwischen dem Zellkern und
dem Zytoplasma hin und her zu
”
shutteln”. HDAC-6 ist prima¨r im Zytoplasma lokali-
siert, wohingegen HDAC-10 sowohl im Kern als auch im Zytoplasma anzutreffen ist. Die
Lokalisation der HDAC-9 ist vom Splicing-Vorgang abha¨ngig [19]. Allerdings scheint die
Lokalisation der restlichen Histon-Deacetylasen der Klasse II komplizierten Mechanismen
zu unterliegen. Versuche mit Muskelzellen zeigten, dass die HDAC-4 zuna¨chst durch ei-
ne Ca2+-Calmodulin-abha¨ngige Kinase (CaMK) phosphoryliert wird und so das Protein
14-3-3 bindet. Erst im Anschluss kommt es zu einem Transport in das Zytoplasma. Auch
der Transport der HDAC-5 und -7 scheint mit der CaMK und dem 14-3-3 Protein in
Verbindung zu stehen [32, 33, 19].
Eine weitere Histon-Deacetylase wurde von der Arbeitsgruppe Gao et al. [39] identifi-
ziert und als HDAC-11 bezeichnet. Sie kommt prima¨r im Kern vor und weist ein Mole-
kulargewicht von 39 kDa auf. Der Nachweis in humanem Gewebe beschra¨nkt sich prima¨r
auf das Gehirn, die Skelettmuskulatur, die Niere und das Herz, so dass bei dieser HDAC
von einer hohen Gewebespezifita¨t auszugehen ist. Daneben wurde HDAC-11 aber auch in
verschiedenen Krebszelllinien nachgewiesen. Die HDAC-11 Protein-Sequenz ist nicht aus-
reichend identisch mit anderen HDACs, so dass eine eindeutige Zuordnung zu den Klassen
I oder II nicht mo¨glich ist.
Die HDACs der Klasse III geho¨ren zu der so genannten Sir2-Familie der Deacetyla-
sen. Fu¨r ihre Aktivita¨t beno¨tigen sie NAD+ als Coenzym und lassen sich nicht durch
Inhibitoren, die die Klassen I und II beeinflussen, hemmen [23].
Die Funktion der Histon-Deacetylasen
Das Chromatin ist eine komplexe Struktur, bestehend aus der DNA, Histonen und Nicht-
Histon-Proteinen. Die funktionale Einheit stellt das Nukleosom dar. Es setzt sich zusam-
men aus den vier Histonen H2A, H2B, H3 und H4, die jeweils doppelt vorkommen und so
ein Oktamer formen. Durch Histon-Acetylasen (HATs) und -Deacetylasen kommt es zu
einer Modifikation der Histone an den -Aminogruppen der Lysinreste, die am Aminoter-
minus der Histone sitzen [92, 155, 145, 43]. Diese Modifikation fu¨hrt zu einer Vera¨nderung
der Chromatinstruktur. So konnte gezeigt werden, dass eine Histon-Hyperacetylierung zu
einer offenen Chromatinstruktur fu¨hrt, so dass Transkriptionsfaktoren an die DNA binden
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und so die Expression von spezifischen Genen gefo¨rdert weden kann. Eine Hypoacetylie-
rung hingegen fu¨hrt zu einer engen Chromatinstruktur mit der Folge einer Hemmung der
Transkription [92, 78]. Der Effekt der Acetylierung auf die Transkription wurde bereits
vor 42 Jahren durch Allfrey et al. beschrieben [4]. In den folgenden Jahrzehnten wurde
die Wirkungsweise der HATs und HDACs genauer untersucht, wobei in der vorliegenden
Arbeit auf die Funktion der HDACs eingegangen werden soll.
HDAC-InhibitorenHDAC
inaktive Chromatinstruktur   
aktive Chromatinstruktur
Abbildung 4.2: Vera¨nderungen der Chromatinstruktur unter HDACs
Die HDAC-1 und -2 stimmen in ihrer Sequenz zu 82% u¨berein. Sie kommen in ver-
schiedenen Multiprotein-Komplexen vor, wie z.B. dem Sin3-Komplex, dem NuRD- und
Co-REST Komplex [92, 19, 125]. Diese Komplexe spielen eine große Rolle in der Regu-
lation der Transkription verschiedener Gene. Aufgrund ihrer transkriptionshemmenden
Wirkung werden sie als Corepressor-Komplexe bezeichnet [43]. Daneben interagiert die
HDAC-3 mit den Multiprotein-Corepressor-Komplexen, die die eng verwandten Repres-
sorproteine SMRT (silencing mediator of retinoid and thyroid hormone receptors) und
N-CoR (nuclear receptor corepressor) [54, 149] enthalten.
 
Abbildung 4.3: Corepressor-Komplexe, die HDACs der Klasse I enthalten [125]
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Auch die HDACs der Klasse II und III interagieren mit den in Abbildung 4.3 gezeig-
ten Multiprotein-Corepressor-Komplexen, wodurch auch sie in vielfacher Weise an der
Regulation der Transkription beteiligt sind [96, 33, 19, 158, 109, 138, 53].
Im Vordergrund dieser Arbeit stehen jedoch die HDACs der Klasse I, so dass auf die
weiteren Klassen der Histon-Deacetylasen nicht im Detail eingegangen werden soll.
Durch die Interaktion mit den Multiprotein-Komplexen ko¨nnen die HDACs die Expres-
sion verschiedener Gene auf der epigenetischen Ebene beeinflussen. Im Hinblick dieser
Arbeit sind die Effekte auf den Estrogenrezeptor von besonderer Bedeutung, denn 70-
80% der Mammakarzinome sind ERα positiv. Wie bereits oben erwa¨hnt assoziiert der
ERα mit verschiedenen Coaktivatoren und Corepressoren. Somit ergibt sich ein inter-
essanter Zusammenhang, denn auch die HDACs, ebenfalls oben beschrieben, stehen in
Verbindung mit Corepressoren.
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Abbildung 4.4: Schema der Estrogenrezeptorkomplexbildung
Auf diese Weise ko¨nnte es zu einer Modifikation des ER auf der epigenetischen Ebene
kommen, denn in verschiedenen Studien wurde ein Effekt unter dem Einfluss von HDACi
auf die Expression des ER nachgewiesen [41, 25, 90, 152]. Zusa¨tzlich erschienen zum einen
Brustzellen mit einem positiven ERα Status sensitiver gegenu¨ber der Behandlung mit
dem HDACi TSA [145], zum anderen zeigte sich nach Behandung mit eines HDACi eine
Abnahme der ERα mRNA und des Cyclin D1 sowie eine Zunahme der Expression von
p21 [18] mit der Folge einer Inhibition der Proliferation und der Induktion der Apoptose.
In diesem Zusammenhang stellt sich eine weitere wichtige Frage: Der wichtigste Ligand,
der die Aktivierung als auch die eigene Expression steuert, ist das Estrogen. Ko¨nnte in
diesem Zusammenhang eine direkte Modifikation der Funktion des ERα durch Histonace-
tylasen und HDACs bzw. deren Inhibitoren induziert werden bzw. Histonacetylasen und
HDACs auf die hormonelle Regulation der Brustentwicklung und die Entstehung eines
Mammakarzinoms Einfluss nehmen?
Diese Frage wurde bis jetzt lediglich ansatzweise untersucht. Aufgrund der minimalen
Datenlage wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmalig zum einen die Expres-
sion der HDACs unter den verschiedenen Aspekten der hormonellen Situation der Frau
umfassend untersucht, zum anderen wurde die Expression des ERα in Abha¨ngigkeit von
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Hormonen und dem HDACi TSA dargestellt.
4.4.2 Der HDAC-Inhibitor Trichostatin A
Vorkommen und Funktionen von TSA
Die Substanz Trichostatin A (TSA) wurde erstmals in den 70er Jahren von Tsuji et al.
[142] als ein neues fungistatisches Antibiotikum beschrieben. In den darauf folgenden
Jahrzehnten wurde seine Wirkung als HDAC-Inhibitor (HDACi) detaillierter untersucht.
Beim TSA handelt es sich um einen nicht-kompetitiven, reversiblen Inhibitor der Klasse
I und II HDACs [155, 92, 145], der zur Klasse der Hydroximate geho¨rt ebenso wie das
SAHA (Suberoylanilide-hydroxamic-acid).
Daneben existieren andere strukturelle Klassen von HDACi, wie die zyklischen Peptide
(z.B. Depsipeptide), die aliphatischen Sa¨uren (z.B. Valproinsa¨ure) und die Benzamide
(z.B. MS-275) [23, 70].
TSA und andere HDACi fu¨hren zu einer Modifikation der Chromatinstruktur. So fu¨hrt
TSA zu einer Hyperacetylierung der chromosomalen Histone H3 und H4 am N-terminalen
Ende [155, 145] und greift auf diese Weise auf der epigenetischen Ebene in die Gen-
Regulation ein. Neben der direkten Modifizierung der Histone kommt es auch zu einer
Modifikation von Nicht-Histon-Proteinen, z.B. dem p53-Protein und Tubulinen, wodurch
ebenfalls der Ablauf des Zellzyklus und das Verhalten von Zellen beeinflusst werden kann
[28].
HDAC-Spezifita¨t von Trichostatin A
In kristallographischen Studien konnte zum einen die Struktur der HDACs zum ande-
ren die Struktur der HDACi bzw. deren Interaktion mit HDACs ra¨umlich dargestellt
werden. Hierfu¨r wurde ein HDAC homologes Protein verwendet, das sog. HDLP (histone-
deacetylase like Protein), dessen katalytische Doma¨ne mit der der HDACs u¨bereinstimmt.
Die verschiedenen HDAC-Enzyme besitzen einen homologen Abschnitt, der als
”
Deace-
tylase Core“ bezeichnet wird, bestehend aus ca. 390 Aminosa¨uren [92, 51].
HDAC-Inhibitoren binden direkt an das katalytische Zentrum der HDACs. Zusta¨ndig
fu¨r ihre Bindung ist das komplex gebundene Zinkion, welches am unteren Pol der kataly-
tischen Region lokalisiert ist und u¨ber mehrere Histidin- und Aspartat-Reste komplexiert
wird. Die eigentliche katalytisch aktive Region steht mit einem Tunnel in Verbindung,
welcher von hydrophoben Resten umgeben ist. In diesem Tunnel werden vermutlich die
aliphatische, acetylierten Lysin-Seitenketten gebunden.
Das TSA-Moleku¨l besteht aus einem
”
Cap“, einer aliphatischen Kette und einer ter-
minalen funktionalen Hydroxamidsa¨ure-Gruppe [51]. Die Bindung zwischen dem TSA
und einer HDAC entsteht zwischen der Hydroxamidsa¨ure-Gruppe und dem komplex ge-
bundenen Zinkion. Daneben reagiert die aliphatische Kette des TSA mit den Aminosa¨ure-
Seitenketten der Tunnelregion und die Cap-Region interagiert mit den Aminosa¨ure-Seiten-
ketten am Rand der katalytischen Region [51, 20]. Nach der Interaktion von TSA mit der
katalytischen Region kommt es zu einer Konformationsa¨nderung in dem Tyrosinrest 91,
welches direkt mit der Cap-Gruppe des TSA reagiert. Studien von Hu et al. haben gezeigt,
dass der HDACi TSA spezifisch die Klasse I und II der HDACs hemmt [64].
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Wirkung der HDACs und HDACi in verschiedenen Tumorzelllinien und
pra¨klinischen Tumormodellen
Die Effekte der Histon-Deacetylase Inhibitoren, wie beispielsweise dem TSA, reichen von
der Hemmung der Proliferation bis hin zur Induktion der Apoptose und der Differenzie-
rung von Tumorzellen. Diese Aspekte fu¨hrten in der Vergangenheit dazu, die Wirkung
der HDACi in den verschiedensten Tumorzelllinien als auch in experimentell induzierten
Tumoren zu testen. Mittlerweile finden sich in der Suchmaschine PUBMED unter dem
Stichwort
”
HDAC-Inhibitor“ mehr als 1600 und unter dem Stichwort
”
HDAC“ sogar mehr
als 4700 Publikationen, wodurch deutlich wird, in welchem Umfang in den letzten Jahren
an diesen Enzymen und ihren Inhibitoren geforscht worden ist und wird.
Die Interaktion zwischen HDACs und tumorrelevanten Faktoren wurde zum ersten Mal
in dem Krankheitsbild der Akuten Promyelozytischen Leuka¨mie (APL) beschrieben [97].
Hierbei kommt es zu einem Differenzierungsstopp der Zellen aus der myeloischen Reihe
im Stadium der Promyelozyten. Fusionsproteine des Retinoinsa¨ure-Rezeptors-α (RAR)
wie PML-RAR oder PLZF-RAR, die durch chromosomale Translokationen entstehen, in-
teragieren mit N-CoR- oder SMRT haltigen Multiprotein-Komplexen, die mit Klasse I
HDACs assoziiert sind, und, wie bereits oben beschrieben, zu einer Repression der Tran-
skription fu¨hren [55, 54]. Nach hinzufu¨gen von Retinoinsa¨ure (RA) in pharmakologischen
Dosen, kam es zur Aktivierung der Differenzierung der Zellen. Dieser Effekt kann durch
eine kombinierte Behandlung aus RA und einem HDACi - wie TSA, VPA oder Natrium-
butyrat - versta¨rkt werden und zu einer kompletten Remission der Erkrankung fu¨hren
[55, 147, 30, 45].
In verschiedenen Brustkrebszelllinien konnten unterschiedliche regulatorische Protei-
ne nachgewiesen werden, die mit HDACs interagieren. Hierzu za¨hlen das BRCA 1, ein
Tumorsuppressorgen, das mit der HDAC-1 und -2 assoziiert ist [153] sowie der Tumorne-
krosefaktor TRAIL, der in Tumorzellen die Apoptose einleitet und dessen apoptotische
Aktivita¨t unter dem Einfluss durch HDACi deutlich erho¨ht werden kann [131]. Zusa¨tz-
lich besteht noch die oben beschriebe Wechselwirkung mit Multiprotein-Komplexen, die
ebenfalls mit HDACs assoziiert sind.
Wie die ausgewa¨hlten Beispiele zur Wirkung der HDACi zeigen, bieten die Histon-
Deacetylasen aufgrund der breiten regulatorischen Wirkung gute therapeutische Angriffs-
punkte und machen HDACi zu viel versprechenden Therapeutika im Kampf gegen das
Wachstum von Tumoren.
4.5 Diskussion der eigenen Ergebnisse
4.5.1 Ergebnisdiskussion der HDAC-1, -2 und -3 sowie der TSA-Versuche
Im ersten Teil der Arbeit wurde die Expression der HDAC-1, -2 und -3 untersucht.
Zuna¨chst wurde getestet, ob die drei HDACs der Klasse I einer hormonellen Regulati-
on unterliegen. Hierfu¨r wurden die Zellen mit Estrogen (E2) oder mit der Kombination
aus E2+Medroxyprogesteronacetat (MPA) behandelt. Danach wurden die Expression der
HDAC-1, -2 und -3 unter der Kombination der Hormone + TSA untersucht.
Da die meisten in der Literatur zu findenden Studien die kurzfristigen Effekte von
HDACi (≤ 24 Stunden) untersuchen, standen in der vorliegenden Arbeit die Effekte einer
Langzeitbehandlung mit TSA und Hormonen im Vordergrund, so dass die Zellen bis zu
96 Stunden mit Hormonen und TSA behandelt wurden.
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Auswirkungen verschiedener TSA-Konzentrationen auf das Zellwachstum und die
Proteinexpression
Hohe TSA-Konzentrationen sind zytotoxisch und induzieren u¨ber die generelle Destabili-
sierung des Chromatins die Apoptose. Im Rahmen dieser Arbeit sollte jedoch die Interakti-
on der Steroidhormon-Wirkung und der HDAC-Inhibitor-Wirkung untersucht werden mit
dem Ziel, den Anteil der HDAC-Wirkung an der Steroid-Antwort zu bestimmen. Folglich
musste die HDAC-Inhibitor-Dosis so gewa¨hlt werden, dass zwar ein Zellzyklusstopp und
eine Differenzierung induziert werden, nicht jedoch der apoptotische Zelltod. Es sollte bei
der bis zu 4 Tagen andauernden Behandlung mit den Hormonen und dem HDAC-Inhibitor
nicht der Sterbeprozess von Zellen erfasst werden.
Deshalb wurde zuna¨chst die Wirkung von verschiedenen TSA-Konzentrationen auf
das Zellwachstum und -sterben beobachtet. Hierfu¨r wurden TSA-Konzentrationen von
0,2µM/l, 0,5µM/l, 0,75µM/l, 1,0µM/l und 2,0µM/l untersucht.
Im Verlauf der Experimente konnten unterschiedlich starke Effekte auf das Zellwachs-
tum und die Morphologie der Zellen beobachtet werden, was auf eine Vera¨nderung der
Sensitivita¨t der Zellen gegenu¨ber dem HDACi TSA zuru¨ckzufu¨hren ist. Diese Beobachtung
ist von klinischer und therapeutischer Relevanz.
Bei einer TSA-Konzentration von 0,2µM/l konnte lediglich eine leichte Hemmung der
Proliferation im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden, wa¨hrend die Zellen bei einer
Konzentration von 0,5µM/l eine deutlichere Hemmung des Zellwachstums aufwiesen. Bei
Konzentrationen > 0,75µM/l lo¨sten sich die Zellen bereits nach 48h von der Platte ab.
Zwar ließen sich die Zellen nicht mit Trypanblau anfa¨rben, trotzdem waren sie bei den
Dosierungen > 0,75µM/l TSA zu 95% nicht mehr lebensfa¨hig. Sie konnten in einem TSA-
freien Medium nur vereinzelt wieder an- und weiter wachsen (Daten nicht gezeigt). Auch
zeigte sich eine komplette Suppression der HDAC-1 und der ERα Expression bei TSA-
Dosierungen > 0,75µM/l.
Diese Beobachtungen lassen darauf schließen, dass ho¨here TSA-Konzentrationen einen
toxischen Effekt auf die Zellen ausu¨ben und so ein Absterben der Zellen induziert wird. Da
sie sich nicht mit Trypanblau anfa¨rben ließen, was auf eine intakte Zellmembran hinweist,
la¨sst sich vermuten, dass dies ein apoptotischer Vorgang ist.
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde in den Versuchen der vorliegenden Arbeit mit einer
Dosis von 0,2µM/l und 0,5µM/l TSA gearbeitet. Zwar tritt auch hier ein Zellproliferati-
onsstopp auf, aber kein extensiver Zelltod. Die Unterschiede im Vergleich zur Kontroll-
gruppe waren sowohl nach 24 Stunden als auch nach einer Inkubation von 96 Stunden
gering.
Die Ergebnisse dieser Dosis-Versuche sind fu¨r die Verwendung von HDACi im Rahmen
einer therapeutischen Behandlung von Relevanz und werfen folgende Fragen auf: Ist der
eigentliche Effekt der HDACi-Wirkung auf die Zytotoxizita¨t zuru¨ckzufu¨hren? Sind derart
hohe Konzentrationen, die zu einer Unterdru¨ckung der Expression wie z.B. der HDAC
fu¨hren, in vivo u¨berhaupt anwendbar, ohne auch gesunde Zellen zu scha¨digen? Und wie
ist die Zelllinienspezifita¨t des Inhibitors zu beurteilen? Fragen, die vor einem klinischen
Einsatz in weiteren Studien erst beantwortet werden mu¨ssen.
Der Effekt der Zeit auf die Expression des HDAC-1
Exemplarisch wurde die Expressionssta¨rke der HDAC-1 u¨ber einen Zeitraum von 0-72
Stunden bei einer Konzentration von 0,5µM/l TSA in der MCF 7-Zelllinie untersucht
(siehe Abbildung 3.2). Hierbei zeigt sich, dass die Expressionssta¨rke der HDAC-1 nach 48
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Stunden beginnt abzunehmen.
Diese Beobachtung ist insofern interessant, da das TSA anscheinend nicht nur die Ak-
tivita¨t der HDAC hemmt, sondern auch Einfluss auf die Expressionssta¨rke der HDAC-1
nimmt, in dem diese unter dem Zusatz von TSA runterreguliert wird.
Zuna¨chst sollte die Frage gestellt werden, warum es erst nach einer Inkubationszeit von
48 Stunden zu der oben beschriebenen Reaktion kommt. Ein Grund ko¨nnte ein komplexes
Wechselspiel zwischen verschiedenen HDAC-regulierenden Faktoren sein, so dass vor dem
Absinken der Expression zuna¨chst in diesen Regelkreis eingegriffen werden muss. Des
Weiteren ko¨nnte es sich auch um den zytotoxischen Effekt des HDACi TSA handeln, da
nach 48 Stunden Einwirkungszeit erstmals das Absterben von Zellen zu beobachten ist.
In weiteren Experimenten muss nun die Ursache fu¨r die Hemmung der HDAC-1 Ex-
pression durch das TSA untersucht werden. Ebenso muss der hemmende Effekt von TSA
auf die Expression der anderen Histondeacetylasen studiert werden, um so zu sehen, ob
dieser Effekt in Bezug auf HDACs verallgemeinert werden kann.
Weiterhin muss untersucht werden, ob es sich um eine Zelllinien-spezifische Reaktion
handelt und ob dieser Effekt generell auf Mammatumore u¨bertragen werden kann.
Dieses ist besonders wichtig, da in der vorliegenden Arbeit immer wieder deutliche Un-
terschiede in den Experimenten zwischen der T 47D- und der MCF 7-Zelllinie festgestellt
werden konnten.
Effekte von 0,2µM/l TSA und Kombinationsversuche mit Hormonen auf die
HDAC-1, -2 und -3 Expression
In der vorliegenden Arbeit ließen sich keine signifikanten Expressionsunterschiede in der
T 47D- und der MCF 7-Zelllinien der HDAC-1, -2 und -3 unter 0,2µM/l TSA nachweisen.
Dieses zeigte sich sowohl auf der mRNA- als auch auf der Protein-Ebene und ließ sich
auch in der Immunhistochemie reproduzieren.
Zusa¨tzlich zur TSA-Behandlung wurde der hormonelle Effekt auf die Expression der
HDAC-1, -2 und -3 untersucht. Es zeigte sich, dass weder Estrogen noch MPA die Ex-
pression der HDACs auf der mRNA- und der Proteinebene beeinflussen. Dies beweist,
dass die HDAC-1, -2 und -3 keiner Regulation durch Steroidhormone unterliegen, d.h. die
Wirkung der HDACs ist unabha¨ngig von der pra¨menopausalen Situation der Frau oder
einer Hormontherapie. Ebenso hatte die Kombination aus Hormonen plus TSA keinen
Effekt.
Vergleicht man die Ergebnisse der TSA-Versuche mit denen anderer Studien, mu¨ssen
die jeweiligen Hintergru¨nde genau beachtet werden, da die Effekte sehr spezifisch sind
wodurch gravierende Unterschiede zustande kommen ko¨nnen.
Mit einer vergleichbaren Konzentration von 100-300nM (0,1-0,3µM) TSA konnte eine
Inhibition der HDAC-1 und -3 von der Arbeitsgruppe um Hu et al. [64] nachgewiesen
werden. Ebenso konnte eine signifikante Reduktion der HDAC-1 Expression unter 400nM
(0,4µM) TSA von Guardiola et al. erzielt werden [53].
Diese gegenteiligen Effekte im Vergleich zur vorliegenden Arbeit ko¨nnen verschiedene
Ursachen haben. Auf jeden Fall scheinen aber schon geringe Unterschiede in der Dosierung
des TSA die Expression der einzelnen Faktoren zu beeinflussen, was auf eine sehr große
Sensibilita¨t der HDACs verweist.
Des Weiteren kann die Verwendung unterschiedlicher Zelllinien, diese Effekte erkla¨ren.
In Tumorzellen verschiedener Gewebe kommt es zu einer unterschiedlichen Expression
verschiedener zellula¨rer Faktoren. Da die Wirkung der HDACs in Kombination mit Mul-
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tiproteinkomplexen steht, mu¨sste gekla¨rt werden, welche Faktoren hiermit im direkten
Zusammenhang stehen und so zu eventuellen Unterschiede fu¨hren ko¨nnen.
Alao et al. [2], konnte eine Inhibition der Zellzyklusprogression in MCF 7-Zellen durch
den Einsatz von TSA (hier sogar 1,0µM) erzielen. Dies ko¨nnte zum einen dadurch er-
kla¨rt werden, dass der HDACi TSA ein reversibler Inhibitor ist d.h. bei einer zu geringen
Konzentration ko¨nnte die Bindung des Inhibitors an die HDACs, beeinflusst durch an-
dere Faktoren, gelo¨st werden und der Effekt wa¨re aufgehoben. Zum anderen ko¨nnte die
Zytotoxizita¨t der hohen TSA-Dosierungen (wie in unseren Versuchen oben beschrieben)
fu¨r die Inhibition verantwortlich sein.
Ebenso darf die Inkubationszeit nicht außer Acht gelassen werden. Andere Studien [43,
2] haben die Zellen maximal 24 Stunden mit TSA inkubiert. Im Gegensatz dazu wurden die
Tests in der vorliegenden Arbeit nach einer Inkubation von 96 Stunden durchgefu¨hrt. Die
daraus resultierenden Unterschiede wurden in einem zusa¨tzlichen Versuch dieser Arbeit
deutlich wie z.B. in Kapitel 3.2 und 3.3 dargestellt.
Generell sind die Wirkung der HDACs und der Einsatz von Inhibitoren ein komple-
xes Zusammenspiel verschiedener Faktoren, die die Zellproliferation, Differenzierung und
Apoptose regulieren. Hinzukommt eine Gewebespezifita¨t der Substanzen und eine unter-
schiedliche Sensitivita¨t der Zellen gegenu¨ber dem Einsatz von HDAC-Inhibitoren. Fu¨r den
gezielten Einsatz von HDAC-Inhibitoren in der Therapie von Karzinomen ist daher die
Kenntnis dieser Unterschiede bzw. der spezifischen Wirkmechanismen von grundlegender
Bedeutung.
Diese Ergebnisse zeigen, dass HDACs Faktoren sind, die in den Zellen eines Brustdru¨-
senkarzinoms exprimiert werden und so die maligne Entartung der Zellen unterstu¨tzen.
Aus diesem Grund stellen sie neue Targets im Rahmen einer Therapie des Mammakar-
zinoms dar, mit der Absicht, eine bessere Aussage u¨ber die Prognose der Erkrankung
machen zu ko¨nnen sowie gezielt den Verlauf einer Tumorentwicklung zu beeinflussen.
4.5.2 Ergebnisdiskussion der ERα Versuche
Die hormonelle Regulation des ERα wurde in der vorliegenden Arbeit unter verschiedenen
Studienbedingungen in der T 47D- und der MCF 7-Zelllinie untersucht.
Beide Zelllinien za¨hlen zu den ERα positiven Brustkrebszelllinien. Im Rahmen dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass es Unterschiede in der hormonellen Regulierbarkeit
der ERα Expression in beiden Zelllinien gibt.
In der T 47D-Zellline zeigen sich unterschiedliche Effekte auf der mRNA- und der
Protein-Ebene. So kommt es auf der mRNA-Ebene unter E2 zu einem leichten, nicht
signifikanten Ru¨ckgang der ERα Expression. Jedoch la¨sst sich dieser Effekt nicht auf der
Proteinebene reproduzieren. Hier zeigt sich sogar eine leicht gesteigerte Expression des
Estrogen-Rezeptors im Western-Blot - ein Unterschied, der darauf zuru¨ckgefu¨hrt werden
kann, dass E2 unterschiedliche Effekte auf der Protein- und der mRNA-Ebene ausu¨bt.
Im Gegensatz dazu ist wiederum in der Immunhistochemie eine deutliche Repression der
Estrogenrezeptor-Expression zu erkennen. Dieses Ergebnis deckt sich mit den Versuchen
von Mursek et al. [100]. Auch hier konnte eine Repression des ERα in der Immunhistoche-
mie nachgewiesen werden, bei allerdings konstanten Werten auf der mRNA-Ebene. Diese
Ergebnisse stehen kontrovers zu denen andere Arbeitsgruppen, die nach dem Hinzufu¨-
gen von Estrogen eine gesteigerte Expression des ERα nachweisen konnten [22, 41]. Dies
ko¨nnte an laborspezifischen Unterschieden in der Kultivierung der Zellen, an der Passage
der Zellen, dem Konfluenzgrad usw. liegen.
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In den MCF 7-Zellen kam es vor allem auf der Proteinebene zu einer signifikanten
Verminderung der Estrogenrezeptor α Expression unter E2.
Im Gegensatz zu den unterschiedlichen Ergebnissen bei der E2-Behandlung ließen sich
besonders deutlich die Effekte durch die kombinierte Behandlung mit E2+MPA in der T
47D- und der MCF 7-Zelllinie reproduzieren.
Eine leichte Repression der ERα mRNA zeigte sich in T 47D-Zellen. Auf der Protein-
Ebene ließ sich jedoch eine signifikante Reduktion des ERα im Western-Blot und in der
Immunhistochemie nachweisen. Dies wurde ebenfalls fu¨r die MCF 7-Zellen gezeigt.
Dieser Effekt wurde auch von verschiedenen Arbeitsgruppen, unter Verwendung ver-
schiedener Gestagene, erzielt [3, 94, 100]. Die Wirkung von Progesteron und Gestagenen
auf Brustkrebszellen ist bisher wenig erforscht und scheint sehr komplex zu sein. Die hier
beobachtete Suppression des Estrogenrezeptor α durch das Gestagen MPA ko¨nnte als eine
antiestrogene Wirkung des Gestagens betrachtet werden.
Unsere Versuche zeigen im Vergleich untereinander sowie im Vergleich mit anderen Stu-
dien, dass die Estrogen- und Gestagen-Effekte zum einen zelllinienspezifisch sind und zum
anderen, durch unterschiedliche Studiendesignes bedingt, variieren ko¨nnen. Hinzukommt,
dass bis jetzt nur wenige Referenzen existieren.
Des Weiteren wurde der Effekt des HDAC-Inhibitors TSA, in einer Konzentration von
0,2µM/l, auf den ERα genauer untersucht. Zusa¨tzlich zum oben genannten Versuchspro-
tokoll wurde die Wirkung des TSA a) alleine oder b) in Kombination mit E2 (E2+TSA)
oder c) in der Kombination mit E2+MPA (E2+MPA+TSA) getestet. Die in diesen Ex-
perimenten verwendeten TSA-Dosis von 0,2µM/l TSA hat keine Expressionsunterschiede
induziert, obwohl Literaturdaten zeigen, dass diese Dosis bereits zu einem deutlichen An-
stieg der Histon-Acetylierung fu¨hrt [43, 45].
Die in der Literatur beschriebene Hemmung unter einer TSA-Behandlung wurde mit
deutlich ho¨heren TSA-Konzentrationen (1,0µM/l bzw. 1,5µM/l) induziert [135, 90, 1, 25].
Dieser Effekt der ho¨heren TSA-Dosierungen wurde auch in der vorliegenden Arbeit ge-
funden. Diese Dosierungen sind jedoch bereits zytotoxisch, was erst bei einer Behandlung
u¨ber 24 Stunden auffa¨llt. Dieser Effekt ist in anderen Studien in diesem Zusammenhang
nicht aufgefallen, da die Experimente nur eine kurzzeitige TSA-Behandlung beinhalten
[43, 2].
Somit stellt sich die Frage, ob die verminderte Expression des ERα bei ho¨heren TSA-
Dosierungen eventuell auf die Toxizita¨t des TSA zuru¨ckzufu¨hren ist und nicht auf eine
Regulation im physiologischen Bereich.
Generell stellt sich hier aber wiederum die Frage, ob eine Verminderung des ER-Statuts
wirklich einen Vorteil in der Therapie des Mammakarzinoms darstellt, da die Zellen dann
nicht mehr u¨ber Antiestrogene beeinflussbar sind.
4.5.3 Die Beeinflussung der Expression Progesteron-regulierter Gene durch den
HDAC-Inhibitor TSA
Aufgrund der neuerdings diskutierten Anwendung von HDAC-Inhibitoren im Rahmen ei-
ner Mammakarzinom-Therapie wurden die Steroidhormone in Kombination mit dem Inhi-
bitor TSA verabreicht. Fu¨r beide Zelllinien wurden Versuche mit einer Konzentration von
0,2µM/l und 0,5µM/l TSA durchgefu¨hrt. Es galt herauszufinden, ob HDAC-Inhibitoren
mit der, durch Steroidhormone induzierten Genregulation, interferieren ko¨nnen, vor allem
vor dem Hintergrund, dass HDACs - wie in 1.1 und 1.4 beschrieben - Bestandteile von
Steroidhormon-Rezeptor Komplexen darstellen.
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Ergebnisse der Steroidhormon- und TSA-Regulation der Na+-K+-ATPase
α1-Untereinheit
In der vorliegenden Arbeit wurde die mRNA Expression der Na+-K+-ATPase α1-Unterein-
heit unter den Hormonen mit a) E2 und b) der Kombination aus E2+MPA in der T 47D-
und der MCF 7-Brustkrebszelllinie untersucht.
Bei der Kombination aus E2+MPA konnte in den T 47D-Zellen eine signifikant gestei-
gerte Expression der ATPase im Vergleich zur alleinigen Estrogen-Behandkung festgestellt
werden. Diese Daten besta¨tigen die Ergebnisse aus der Arbeitsgruppe um Kestner sowie
Ergebnisse fru¨herer Versuche unserer eigenen Arbeitsgruppe [75, 100].
Zum ersten Mal wurde das Expressionsverhalten der Na+-K+-ATPasee auch in MCF
7-Zellen untersucht. Hier kam es, je nach verwendeten Passagen, zu unterschiedlichen
Ergebnissen. So ergab sich eine signifikante Steigerung der Expression in den Passagen
X-X, wa¨hrend die Wiederholung des Versuches mit der Passage Y-Y keine signifikante
Regulation der Expression durch das Gestagen MPA zeigte.
Weder in der T 47D- noch in der MCF 7-Zelllinie wurde die Na+-K+-ATPase Expression
durch eine Konzentration von 0,2µM/l TSA oder von 0,5µM/l TSA beeinflusst. Diese
Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass die Expression der Na+-K+-ATPase nicht durch
Histondeacetylasen beeinflusst wird.
Es bleibt zu kla¨ren, ob durch ho¨here TSA-Konzentrationen die Na+-K+-ATPase Ex-
pression beeinflusst werden kann. Hierbei darf jedoch die Zytotoxizita¨t der Substanz nicht
vergessen werden. Bei ho¨heren HDAC-Inhibitor-Konzentrationen bleibt es fraglich, ob eine
potentielle Vera¨nderung der Expression fu¨r den therapeutischen Einsatz von Bedeutung
ist.
Hingegen ist die Steigerung der Na+-K+-ATPase Expression durch das Gestagen MPA
von klinischer Relevanz: Die Na+-K+-ATPase gilt unter anderem als Differenzierungs-
marker fu¨r das Brustdru¨sengewebe. Das Steroidhormon Progesteron fo¨rdert die lobulo-
alveola¨re Differenzierung und die duktale Verzweigung der Mamma wa¨hrend deren Aus-
differenzierung in der Schwangerschaft [65, 86]. Beide Brustkrebszelllinien reagieren auf
das Gestagen MPA mit Differenzierung, was darauf hinweist, dass der therapeutische
Einsatz von Progesteron das Outcome einer Brustkrebserkrankung bei pra¨menopausalen
Frauen mit PR-positiven Karzinomen verbessern ko¨nnte.
Zum anderen wa¨re es auch denkbar, dass die ATPase als Marker fu¨r den Erfolg einer
Hormontherapie sowie fu¨r den Nachweis der Differenzierung eingesetzt werden ko¨nnte.
Wu¨rden sich diese Aussagen in weiteren in vitro und in vivo Studien besta¨tigen, so ko¨nnte
das den Erfolg einer Therapie des Mammakarzinoms deutlich verbessern und es wa¨re
mo¨glich, konkretere Aussagen im Hinblick auf eine Prognose zu treffen.
Ergebnisse der Hormon- und TSA-Regulation des Zink-α2-Glykoproteins (ZAG)
In den Versuchen der vorliegenden Arbeit wurde zuna¨chst der Einfluss der Hormone E2
und MPA auf die mRNA Expression des ZAG untersucht. Es wurde dasselbe Versuchs-
Schema verwendet wie fu¨r die Analyse der Na+-K+-ATPase mRNA Expression.
Zuna¨chst wurde vergleichend die Sta¨rke der ZAG mRNA-Expression in der T 47D und
der MCF 7-Zelllinie untersucht. Es zeigte sich, dass die ZAG-Expression in den T 47D-
Zellen deutlich sta¨rker war als in der MCF 7-Zelllinie. Die Ergebnisse sprechen fu¨r eine
Zelllinienspezifita¨t der ZAG-Genexpression und spiegeln somit auch die in vivo Situation
wider.
In der MCF 7-Zelllinie zeigten sich, neben der niedrigen Expression (Threshold cycle
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28/26), in der anschließenden Analyse des Produktes auf dem Gel außerdem unspezifischen
Nebenbanden, die sich durch Modifikationen des PCR-Protokolls nicht beseitigen ließen.
Deshalb ist das ZAG in dieser Brustkrebszelllinie nicht weiter auf eine eventuelle hor-
monelle Regulation untersucht worden, da eine Quantifizierung der ZAG-Expression mit
dem SYBR Green-Format nicht sinnvoll mo¨glich war.
Daru¨ber hinaus la¨sst die niedrige Expression die Relevanz der ZAG-Genexpression in
dieser Zelllinie als recht unwahrscheinlich erscheinen, da es sich bei dem Produkt um ein
sezerniertes Protein handelt.
In den T 47D-Zellen konnte hingegen eine signifikant gesteigerte Expression der ZAG-
mRNA unter der Behandlung mit E2+MPA im Vergleich zur alleinigen Estrogengabe,
in der Real-time RT-PCR festgestellt werden. Die Regulation durch das Progesteronana-
logon MPA besta¨tigt fru¨here Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe, die mit der Methode
der semiquantitativen RT-PCR durchgefu¨hrt worden sind [100]. Eine a¨ltere Studie konn-
te eine ZAG-Expressionssteigerung in T 47D-Zellen mit dem synthetischen Progesteron
R5020 nachweisen [13]. Hingegen konnten Lo´pez-Boado und Mitarbeiter [88] keine ZAG-
Expression mit Progesteron induzieren.
Diese unterschiedlichen Ergebnisse lassen sich zum einen durch eventuelle Unterschiede
in den Kulturbedingungen erkla¨ren, zum anderen auf die Verwendung unterschiedlicher
T 47D-Klone zuru¨ckfu¨hren.
Des Weiteren darf ein anderer interessanter Aspekt nicht außer Acht gelassen werden.
Es konnte gezeigt werden, dass der Grund der ZAG-Expression mit dem histologischen
Differenzierungsgrad des Brustkrebsgewebes korreliert. Es zeigte sich eine erho¨hte ZAG-
Expression in benignen Brusterkrankungen und gut differenzierten Tumoren im Vergleich
zu den entdifferenzierten Mammakarzinomen [37, 127, 21, 82]. Betrachtet man dies unter
dem Aspekt, dass Progesteron die Differenzierung des Mammaepithels fo¨rdert [65, 86], so
stellen sich folgende Fragen:
• Ko¨nnte das ZAG als Marker fu¨r die Prognose einer Brustkrebserkrankung eingesetzt
werden?
• Wie wu¨rde sich der therapeutische Einsatz von Progesteron auf PR-positive Mamm-
akarzinome auswirken?
• Ko¨nnte hierdurch eine gezielte Steigerung der ZAG-Expression hervorgerufen werden
und, wenn ja, wie wu¨rde sich das auf das weitere Wachstum des Mammakarzinoms
auswirken? Kommt es zu einer Steigerung der Gewebsdifferenzierung?
Zum jetzigen Zeitpunkt lassen sich keine Aussagen zu diesen Fragen machen. In weiteren
umfassenderen Studien mu¨sste die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse gepru¨ft werden, um
so die Heterogenita¨t der Zelllinien in Bezug auf eine hormonelle Therapie zu verstehen.
Ebenso erscheint die Wirkungsweise und Funktion des Zink-α2-Glykoproteins bis heute
noch zu komplex, so dass ein gezielter Einsatz in der Therapie von Tumoren noch nicht
mo¨glich ist.
Erstmalig in dieser Arbeit wurde nach Effekten einer TSA-Behandlung auf die ZAG
mRNA-Expression geforscht. Betrachtet man allerdings, im Vergleich zu der hormonellen
Regulation, die Effekte der zusa¨tzlichen TSA-Behanldung, so la¨sst sich kein Unterschied
feststellen. Das heißt, der HDAC-Inhibitor TSA nimmt keinen Einfluss in der getesteten
Dosierung von 0,2µM/l auf die ZAG-Expression, obwohl diese Dosierung ausreicht, um ei-
ne Wachstumsverzo¨gerung zu induzieren. Dies deutet daraufhin, dass die ZAG-Expression
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nicht in kritischer Weise von dem Gleichgewicht der Histonacetylasen und HDACs beein-
flusst wird.
Ob ho¨here Dosierungen des HDAC-Inhibitors einen Effekt auslo¨sen ko¨nnen, muss in
weiteren Experimenten gekla¨rt werden.
4.5.4 Ergebnisse der Zellzyklus-beeinflussenden Gene
Ergebnisse der Hormon- und TSA-Regulation des KLF4
Die in Kapitel 4.3.1 beschriebenen Erkenntnisse u¨ber die Wirkungsweise des KLF4 bei
Brusttumoren fu¨hrte zu der Frage, ob der Transkriptionsfaktor einer hormonellen Regu-
lation unterliegt und, wenn ja, in welche Richtung die Expression beeinflusst wird.
Erstmalig wurde in dieser Arbeit der Einfluss der Steroide E2 und MPA auf die KLF4
mRNA-Expression in der T 47D-Zellen untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass der Tran-
skriptionsfaktor KLF4 keiner hormonellen Regulation in der T 47D-Zellinie unterliegt.
Inwieweit somit der hormonelle Status einer Frau bzw. eine Hormontherapie einen Ein-
fluss auf die Wirkung des KLF4 nimmt, kann daraus sicherlich nur schwer abgescha¨tzt
werden. Weitere in vivo-Untersuchungen mu¨ssten sich anschließen.
Zusa¨tzlich zu der hormonellen Behandlung wurden die Zellen auch mit 0,2µM/l TSA
inkubiert, um eventuelle TSA-Effekte zu detektieren. Diese Versuche entstanden aufgrund
der Tatsache, dass sowohl das p53 als auch das p21 u¨ber HDACs reguliert werden. Beide
Faktoren stehen im Zusammenhang mit der Expression des KLF4. Eine gesteigerte Ex-
pression des KLF4 hemmt das p53 und fu¨hrt so zu eine unkontrollierten Zellproliferation
im Mammakarzinom. Im Gegensatz dazu steigert KLF4 die Induktion des p21 und hemmt
die Proliferation der Zellen [122, 43, 113]. Dieser Effekt wurde auch in Kolonkarzinom-
Zellen mit einem erho¨hten KLF4 von der Arbeitsgruppe um Chen et al. gefunden [14].
Yoon et al. haben in weiteren Versuchen jedoch gezeigt, dass die Induktion des p21 und
auch des KLF4 nur in Anwesenheit von p53 statt findet [154]. Aus diesem Grund stellt sich
die Frage, ob die KLF4 Expression in T 47D-Zellen durch eine Behandlung mit HDACi
vera¨ndert wird.
In den Versuchen der vorliegenden Arbeit zeigten sich jedoch keine relevanten Unter-
schiede in der KLF4 Expression nach der Behandlung mit 0,2µM/l TSA.
Im Gegensatz dazu konnten Chen et al. [14] eine Expressionssteigerung der KLF4 mR-
NA unter Hinzufu¨gen von 100µg/l (≈ 0,33µM/l) TSA in Kolonkarzinom-Zellen erzielen.
Eventuell sind also ho¨here TSA-Konzentrationen notwendig, um das KLF4-Gen zu re-
gulieren. Allerdings ko¨nnte auch eine zelllinienspezifische Regulation der KLF4 Genex-
pression durch HDACi vorliegen.
In weiteren Studien bleibt zu kla¨ren, ob das KLF4 in anderen Brustkrebszelllinien durch
die Effekte von HDAC-Inhibitoren reguliert wird.
Auf jeden Fall verdeutlichen diese Ergebnisse, dass nicht alle Substanzen in den ver-
schiedenen Geweben und Zelltypen gleich wirken und gleiche Effekte erzielen, was bei
einem therapeutischen Einsatz der HDAC-Inhibitoren besonders zu beru¨cksichtigen ist.
Ergebnisse der Hormon- und TSA-Regulation des Clusterins (CLU)
Clusterin wurde zuna¨chst auf der mRNA-Ebene auf Expressionsunterschiede nach alleini-
ger Estrogen-Behandlung und nach einer kombinierten E2+MPA-Behandlung untersucht.
Des Weiteren wurde der Effekt von 0,2µM/l TSA und 0,5µM/l TSA auf die Genexpres-
sion analysiert. Die Versuche wurden sowohl mit T 47D- als auch mit MCF 7-Zellen
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durchgefu¨hrt.
In einem weiteren Schritt wurde die Clusterin-Expression auf der Protein-Ebene mittels
der Western-Blot Technik untersucht. Hierzu wurden neben der Hormonbehandlung auch
die Effekte einer Behandlung mit 0,2µM/l TSA in der T 47D-Zelllinie und 0,75µM/l TSA
in den MCF 7-Zellen studiert.
Unter der kombinierten Gabe von E2 und MPA kommt es in den T 47D-Zellen zu einer
signifikanten Verminderung der CLU-mRNA Expression gegenu¨ber den E2 behandelten
Zellen. Dieser Effekt des Progesteronderivats MPA wurde durch die gleichzeitige Gabe von
0,2µM/l TSA wieder aufgehoben, d.h. die Expression der Clusterin-mRNA nahm wieder
zu.
Dies deutet darauf hin, dass Progesteron mit Hilfe von Histondeacetylasen die Hemmung
der CLU Expression herbeifu¨hrt.
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CBP
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SRC
p160
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Keine Transkription
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Abbildung 4.5: Progesteronrezeptor
In der Versuchsreihe mit 0,5µM/l TSA zeigte sich ein Trend zu einer erniedrigten CLU
Expression sowohl unter E2 als auch unter einer E2+MPA Behandlung im Vergleich zu
den EtOH behandelten Zellen. Diese Suppression konnte durch den Zusatz von TSA auf-
gehoben werden, was fu¨r die Beteiligung von HDACs an der Steroidhormon induzierten
Suppression der CLU Expression spricht.
Der in der T 47D-Zelllinie gezeigte MPA-Effekt auf die CLU-mRNA Expression konnte
in MCF 7-Zellen nicht nachgewiesen werden.
Jedoch konnte wie in den T 47D-Zellen eine gesteigerte CLU-mRNA Expression nach
der Applikation von 0,5µM/l TSA und 0,75µM/l TSA gezeigt werden. Die Behandlung
von 0,2µM/l TSA blieb anders als in T 47D-Zellen ohne Effekt. Diese Effekte ko¨nnen auf
die Heterogenita¨t der Zellen bzw. Zelllinien zuru¨ckzufu¨hren sein.
Vor allem fu¨r den klinischen Einsatz sind diese Beobachtungen von großer Relevanz.
Das Mammakarzinom wie auch andere Karzinome unterscheiden sich in den verschiedenen
Tumorentita¨ten, so dass im Hinblick auf einen therapeutischen Einsatz diese unterschied-
lichen Ergebnisse in weiteren Studien noch genauer untersucht werden mu¨ssen.
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Im Western-Blot zeigten sich in T 47D-Zellen eine Clusterin-Bande bei 65-68 kDa und
eine bei 35-40 kDa. Hier zeigte sich insbesondere durch MPA eine Repression der Expres-
sion der 35-40 kDa Bande bis hin zu kaum detektierbaren Werten. Diese Beobachtung
ist sehr interessant, da das MPA in die Protein-Prozessierung eingreift, also auch zu ei-
ner post-translationellen Regulation fu¨hrt. Der Zusatz von 0,2µM/l TSA zeigt hier eine
schwache Versta¨rkung der Protein Expression der 35-40 kDa Bande, vor allem im Vergleich
zwischen der E2 und der E2+TSA Behandlung.
In den MCF 7-Zellen zeigten sich im Western-Blot ebenfalls die zwei Banden. Wa¨hrend
auf der mRNA-Ebene keine hormonellen Effekte zu beobachten waren, war jedoch eine ver-
sta¨rkte Protein Expression der beiden Clusterin-Banden nach der TSA-Gabe (0,75µM/l)
besonders offensichtlich.
Im Western-Blot finden sich verschiedene Clusterin-Banden. Die glykolysierte Pre-Form
la¨uft bei 60-68 kDa. Die sekretorische sCLU-Form hat ein Molekulargewicht von 35-40 kDa
und hat eine anti-apoptotische Funktion. Das heißt, eine gesteigerte Expression fo¨rdert
die unkontrollierte Zellproliferation, die Tumoragressivita¨t und die Chemoresistenz [141,
84, 89].
Die zweite Isoform, nCLU, weist ein Molekulargewicht von 55 kDa auf, ist nicht glyko-
lysiert und hat eine pro-apoptotische Funktion [150, 84].
Diese Ergebnisse der vorliegenden Arbeit pra¨sentieren interessante Effekte, die im Rah-
men der Tumorprogression und Therapie eine große Rolle spielen ko¨nnten. Sie zeigen, dass
der hormonellen Status der Frau eine Relevanz besitzen kann. Somit ko¨nnte der Einsatz
von Progesteron, der die Clusterin Expression zumindest in T 47D-Zellen inhibiert, einen
positiven Effekt auf den Einfluss des Clusterins ausu¨ben, indem hierdurch die Differenzie-
rung der Tumorzellen und evtl. die Apoptose gefo¨rdert wird.
Das Progesteronderivat MPA fo¨rdert, wie vorher bereits beschrieben, die Differenzie-
rung der Brust. Redondo et al. [115] zeigten, dass in gut differenzierten Tumoren und
benignen Erkrankungen der Brust eine geringe Clusterin Expression im Vergleich zu ma-
lignen Tumoren vorliegt.
Die beiden Banden der Western-Blot Auswertung lassen vermuten, dass es sich hier-
bei um die Expression des sCLU handelt [141, 84, 72]. Dieses wu¨rde die oben genannte
Hypothese unterstu¨tzen, dass man mit Progesteron einen Benefit in der T 47D-Zelllinie
erzielen ko¨nnte, da die Expression des anti-apopotischen sCLU verhindert wu¨rde. Im Ge-
gensatz dazu fu¨hrt die Applikation von TSA zur Expression des sCLU und damit zu
einer Fo¨rderung der Proliferation und der Resistenz gegen apoptotische Signale, die von
Karzinomzellen ausgehen.
Auch in der MCF 7-Zelllinie wu¨rde der Einsatz von TSA, unter der Voraussetzung, dass
es sich um die anti-apoptotische sCLU-Form handelt, die Prognose verschlechtern, da die
Zellen aggressiver werden. Allerdings greifen Hormone in der MCF 7-Zellinie nicht u¨ber
die Modifikation der Clusterin-Expression in die Tumorphysiologie ein.
Je ho¨her die Dosis des TSA ist, desto sta¨rker ist die Produktion des sCLU - eine Antwort
der Zelle auf den zytotoxischen Stress, mit dem die Zelle versucht sich zu schu¨tzen.
Der HDAC Inhibitor interferiert mit der Regulation der CLU Expression zum einen auf
der Promoter Ebene und damit auf der epigenetischen Ebene und zum anderen mo¨gli-
cherweise auch auf der post-translationalen Ebene.
Es bleibt nun zu kla¨ren, ob sich diese Effekte positiv oder negativ auf die Progression
von Mammakarzinomen auswirken. Zum jetzigen Zeitpunkt sind die Wirkungsweisen des
Clusterin noch zu wenig erforscht und es scheint, dass das ambivalente Verhalten des
Clusterins abha¨ngig vom jeweiligen Gewebe und dem zellula¨ren Kontext ist.
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Die Unterschiede zwischen den beiden Zelllinien verhindern, dass einheitliche Schlu¨sse
im Hinblick auf Therapieschemata gezogen werden ko¨nnen. Generell muss die individuelle
Reaktion der Tumorzellen in die U¨berlegungen einer erfolgreichen Therapie mit einbezogen
werden.
4.5.5 U¨berblick der Zusammenha¨nge zwischen dem HDACi TSA bzw. dem
Progesteronderivat MPA und den untersuchten Faktoren
Abbildungen 4.6, 4.7 und 4.8 fassen die Hauptwirkungen des HDACi TSA und des Pro-
gesteronderivats MPA auf die Expression der in dieser Arbeit untersuchten acht Gene
zusammen.
Die Abbildung 4.6 zeigt die Wirkung von Trichostatin A, dessen genregulatorische,
wachstumshemmende und zytotoxische Wirkung in hohem Maße von der verwendeten
Konzentration abha¨ngig war. Insbesondere die Zytotoxizita¨t des HDACi ist ein wichtiger
Aspekt sowohl fu¨r die Interpretation der gemessenen Expressionsvera¨nderungen der unter-
suchten Gene als auch fu¨r den Einsatz von HDACis in der Tumortherapie. Von besonders
hoher Bedeutung ist die unter TSA gesteigerte Expression des Clusterins, welches eine
anti-apoptotische Wirkung aufweist. Dem gegenu¨ber steht die Suppression der Clusterin
mRNA Expression sowie die Unterdru¨ckung der sekretorischen Form des Clusterins durch
das Steroidhormon MPA (Abbildung 4.7). Die gegenteiligen Effekte von TSA und dem
Gestagen sind von besonderer Bedeutung im Hinblick auf die hormonelle Situation der
pra¨menopausalen Frau bei einem therapeutischem Einsatz von TSA in der Brustkrebs-
therapie.
Daru¨ber hinaus stellt auch die Expressionssteigerung der Na+-K+-ATPase und des ZAG
eine in der T 47D-Zelllinie interessante Tatsache dar. Beide Gene ko¨nnen auch als Dif-
ferenzierungsmarker betrachtet werden, da ihre Expression bei der Differenzierung des
gesunden Mammaepithels wa¨hrend der Schwangerschaft ansteigt. Eine Steigerung der
Expression dieser Differenzierungsmarker ko¨nnte zum Nachweis der Ansprechbarkeit ei-
nes Karzinoms auf einen therapeutischen Einsatz von MPA verwendet werden und unter
Umsta¨nden eine geringere Malignita¨t eines Tumors anzeigen. MPA und TSA bewirken
in den beiden untersuchten Zelllinien eine Hemmung der ERα Expression. Allerdings ist
dieser Effekt unter TSA erst ab einer Konzentration von ≥ 0,5µM/l TSA nachweisbar und
wirft die Frage auf, ob hier eventuell schon die zytotoxische Wirkung des TSA einsetzt
und nicht nur der Promotor der ERα Gens oder die Translation der ERα mRNA betroffen
ist. Die Gabe von MPA fu¨hrt in MCF- und T 47D-Zellen zu einer signifikanten Unter-
dru¨ckung des ERα-Proteins, was auch als antiestrogene Wirkung des MPAs interpretiert
werden kann.
Die vergleichende Betrachtung der Genexpression in der T 47D- und in der MCF 7-
Zelllinie unter Steroid- und auch TSA-Behandlung weisen auf eine Variabilita¨t der beiden
Rezeptor-positiven Brustkrebszelllinien, in Bezug auf die Expression und Regulation ver-
schiedener Gene und deren Ansprechen auf hormonelle Einflu¨sse, hin (Abbildung 4.7 und
4.8). Dieses Verhalten darf in Hinblick auf die klinischen zu erwartenden Effekte dieser
Substanzen nicht außer Acht gelassen werden. Auch konnte zum Teil eine Vera¨nderung
der Genregulation in Abha¨ngigkeit von der Ha¨ufigkeit des Pasagierens beobachtet werden.
Wodurch diese Unterschiede in der Genregulation zustande kommen und welche zellula¨-
ren und molekularen Mechanismen hierbei eine Rolle spielen, bleibt zu kla¨ren, um neue,
gezieltere Therapie-Schemata entwickeln zu ko¨nnen.
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Abbildung 4.6: U¨bersicht der TSA Interaktion
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Abbildung 4.7: U¨bersicht der MPA Interaktion in T 47D-Zellen
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Abbildung 4.8: U¨bersicht der MPA Interaktion in MCF 7-Zellen
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5 Zusammenfassung
Weltweit erkranken ca. 1,2 Millionen Frauen pro Jahr an Brustkrebs und in Deutschland
stellte das Mammakarzinom mit knapp 18% die ha¨ufigste krebsbedingte Todesursache dar.
Die Steroidhormone Estrogen und Progesteron spielen eine wichtige Rolle bei der Progres-
sion von Mammakarzinomen. Daneben zeigen diese Tumoren auch Vera¨nderungen auf der
epigenetischen Ebene, unter anderem im Rahmen der Vera¨nderungen des globalen und
Gen-spezifischen Histonacetylierungs-Status. In vitro Experimente und Klinische Phase I
und II-Studien haben gezeigt, dass der Einsatz von Histon-Deacetylase-Inhibitoren (HDA-
Ci), wie z.B. Trichostatin A (TSA), zu einer Hemmung des Tumorzellwachstums fu¨hren
kann. Da HDACs, insbesondere die Klasse I HDACs, Bestandteile der transkriptionssteu-
ernden Steroidhormon-Rezeptor-Komplexen sind, ist in dieser Arbeit die Interaktion der
Steroidhormonwirkung mit dem HDACi TSA untersucht worden.
In der vorliegenden Arbeit konnte mittels mRNA- und Protein Expressionsanalyse ge-
zeigt werden, dass die Klasse I HDACs weder auf der mRNA- noch auf der Proteinebene
durch Behandlung mit Estrogen und dem Gestagen Medroxyprogesteronacetat (MPA)
reguliert werden, d.h. konstitutiv exprimiert werden. Dosis-Wirkungs-Versuche mit dem
HDACi TSA zeigten, dass eine TSA-Konzentration oberhalb von 0,5µM/l zu einer deut-
lichen Hemmung des Brustkrebszellwachstums und zur Induktion des Zelltodes fu¨hrten.
Ebenso wurde bei Dosierungen oberhalb von 0,5µM/l TSA eine Suppression der HDAC-1,
HDAC-2 und der Estrogenrezeptor α (ERα) Protein Expression induziert, welche sich als
Folge der zytotoxischen Wirkung des TSA interpretieren lsst. Mit einer Dosierung von
0,2µM/l TSA wurde hingegen eine nur leichte Hemmung des Zellwachstums erreicht und
die Protein Expression der HDAC- und des ERα blieben unbeeinflusst.
Besonders interessante Regulationen durch die Steroidhormone Estrogen und das Gesta-
gen Medroxyprogesteronacetat (MPA) zeigten sich bei der Analyse der Na+-K+-ATPase,
dem Zink-α2-Glykoprotein (ZAG), des ERα sowie der Clusterin-Expression in T 47D-
Zellen. Die beiden Differenzierungsmarker Na+-K+-ATPase und das Zink-α2-Glykoprotein
(ZAG), die im gesunden Mammaepithel durch Gestagen hochreguliert werden, werden
auch in T 47D-Zellen durch MPA gesteigert. Das ko¨nnte bedeuten, dass in Progesteron-
sensitiven Mammakarzinomzellen die Differenzierung durch die therapeutische Gabe von
Progesteron gefo¨rdert und eventuell damit die Malignita¨t herabgesetzt werden ko¨nnte.
Dieser Effekt war jedoch in MCF 7-Zellen nicht in diesem Maße nachweisbar. Die ERα
Protein-Expression wird in T 47D-Zellen durch die kombinierte Gabe von E2+MPA ge-
genu¨ber der alleinigen Gabe von E2 supprimiert, wa¨hrend die mRNA-Expression weit-
gehend unbeeinflusst blieb. In MCF 7-Zellen war der Effekt auf der Proteinebene nicht
so ausgepra¨gt. Den Effekt des MPA auf die ER-Expression kann als Antiestrogener Ef-
fekt interpretiert werden. Inwieweit die Suppression der ER-Protein-Expression mit der
Wirkung eines kompetitiven Estrogen-Rezeptor-Antagonisten wie Tamoxifen interferieren
kann, ist in weiteren Studien zu kla¨ren. Die Ergebnisse zur Regulation der Clusterin-
Expression sind besonders interessant. Erstmalig konnte nachgewiesen werden, dass das
Gestagen Medroxyprogesteronacetat an der Regulation der Clusterin mRNA und Protein-
Expression in T 47D-Zellen beteiligt ist. Unter der Kombination aus E2+MPA kommt es
zu einer signifikanten Suppression der Clusterin mRNA-Expression im Vergleich zur allei-
nigen Behandlung mit E2. Erste Western-Blot Ergebnisse legen nahe, dass MPA auch auf
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der Proteinebene regulierend eingreift, da unter Kultivierung mit MPA die sekretorische
anti-apoptotische Clusterin-Isoform supprimiert wird. In MCF 7-Zellen hingegen wurde
Clusterin mRNA- und Protein Expression nicht signifikant durch MPA beeinflusst.
Die Untersuchungen, welche nach Interaktionen zwischen der hormonellen Behandlung
und der Behandlung mit dem HDACi TSA suchten, haben gezeigt, dass eine Dosierung von
0,2µM/l und 0,5µM/l TSA keinen Einfluss auf die Regulation des ER, Na+-K+-ATPase
und ZAG in T 47D- und MCF 7-Zellen hat. Interessanterweise wurde in T 47D-Zellen aber
auf der mRNA-Ebene die MPA induzierte Suppression der Clusterin mRNA Expression
durch die Behandlung mit 0,2µM/l TSA aufgehoben, was zeigt, dass HDACs an der durch
MPA-vermittelten Suppression der Transkription beteiligt sind. In MCF 7-Zellen hatte
TSA in einer Dosierung von 0,2µM/l keinen Effekt auf die Clusterin mRNA Expression.
Bei einer TSA-Konzentration von 0,5µM/l kam es zu einer Steigerung der Clusterin-
Expression in T 47D- und MCF 7-Zellen unabha¨ngig von der jeweiligen hormonellen
Behandlung. Besonders deutlich wurde die Steigerung der Protein Expression bei einer
Konzentration von 0,75µM/l TSA.
Fasst man die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zusammen, so lassen sich verschiedene
wichtige Aussagen treffen, die sowohl fu¨r die Forschung als auch fu¨r die Klinik und Thera-
pie des Mammakarzinoms von großer Relevanz sind. An erster Stelle wird die Bedeutung
des Gestagens MPA im Rahmen der Brustkrebserkrankung und Therapie in dieser Ar-
beit deutlich, welches die Expression verschiedener Gene sowohl auf der mRNA- als auch
auf der Protein-Ebene beeinflusst. Allerdings sind die beobachteten Effekte zelllinienspe-
zifisch. Daraus la¨sst sich ableiten, dass bei pra¨menopausalen Frauen Mammakarzinome
und deren Vorstufen auch den zyklischen, hormonellen Schwankungen unterliegen, was
sich unter Umsta¨nden auch auf ein Ansprechen auf eine Therapie auswirken kann. An
zweiter Stelle wurden die Effekte des HDACi TSA kritisch in Hinblick auf die Interaktion
mit der hormonellen Genregulation untersucht. Hier zeigte sich eine Zelllinien-spezifische
Wirkung des HDACi TSA bei niedrigen, nicht zytotoxischen Dosierungen. Um fu¨r diese
Pha¨nomene ein Versta¨ndnis zu gewinnen, muss intensiv nach den regulatorischen Ver-
knu¨pfungen auf verschiedenen molekularen Ebenen, auf denen HDACi eingreifen ko¨nnen,
geforscht werden.
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